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DESCRIPCION
Profarmaco de inhibidor de caspasas
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un derivado de isoxazolina que tiene un resto lactona como profarmaco de
inhibidor de caspasas y a una composicién farmacéutica que comprende el mismo.

Antecedentes de la técnica

Las caspasas son un tipo de enzimas y son cisteina proteasas que existen como tetrdmero «232. Los inhibidores de
caspasas interfieren con la actividad de estas caspasas, regulando de ese modo la inflamacién o apoptosis
provocada por la accién de las caspasas. Las enfermedades en las que pueden eliminarse o aliviarse los sintomas
mediante la administracién de estos compuestos incluyen osteoartritis, artritis reumatoide, artritis degenerativa,
trastorno éseo destructivo, enfermedades hepaticas provocadas por el virus de la hepatitis, hepatitis aguda,
hepatocirrosis, dafios cerebrales provocados por el virus de la hepatitis, insuficiencia hepatica fulminante humana,
septicemia, rechazo de trasplante de 6rgano, enfermedad cardiaca isquémica, demencia, accidente cerebrovascular,
disfuncién cerebral debida al sida, diabetes, Ulcera gastrica, etc.

Entre los compuestos que tienen diversas estructuras conocidos como inhibidores de caspasas, se presentaron
derivados de isoxazolina como solicitudes de patente coreana n.°® 10-2004-0066726, 10-2006-0013107 y 10-2008-
0025123. Ademés, se divulgd un profarmaco de un inhibidor de caspasas basado en un derivado de isoxazolina en
la publicacién internacional n.° WO 2007/015931 (solicitante: Vertex Pharmaceuticals Incorporated, EE. UU.). El
documento KR 2006-0094868 A también divulga derivados de isoxazolina usados como inhibidores de caspasas y
composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos.

Divulgacién de la invencién

Problema técnico

La presente invencién esta destinada a mejorar la biodisponibilidad mediante el desarrollo de un profarmaco de un
derivado de isoxazolina que tiene la estructura de férmula 2 que es un inhibidor eficaz contra caspasas. Ademés, el
inhibidor de caspasas de férmula 2 tiene alta solubilidad en agua y alta hidrofilia, por lo que puede ser ventajoso
para el desarrollo de formulaciones orales, pero puede suponer una desventaja en el desarrollo de formulaciones de
accidn prolongada. De este modo, la presente invencidn esti destinada a desarrollar una forma de profarmaco del
inhibidor de caspasas de férmula 2 que tenga hidrofobia para ser ventajoso para formulaciones de accidn
prolongada.

Solucién al problema

Con el fin de lograr el objeto anterior, la presente invencién proporciona un compuesto de la siguiente formula 1, o
un isdmero o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

[Férmula 1]

en la que
R+ representa alquilo, cicloalquilo, arilo 0 -C(O)Ry;

R» representa alquilo, cicloalquilo, arilo, arilalquilo o heteroarilo que incluye uno o mas heterodtomos seleccionados
deN,OyS;y

el alquilo, el cicloalquilo, el arilalquilo y el heteroarilo estan opcionalmente sustituidos, y el sustituyente puede ser
uno o mas seleccionados de grupo alquilo, cicloalquilo, hidroxilo, halo, haloalquilo, acilo, amino, alcoxilo,
carboalcoxilo, carboxilo, carboxiamino, ciano, nitro, tiol, ariloxilo, sulfoxilo y guanido.

El compuesto de formula 1 segln la presente invencién puede formar una sal farmacéuticamente aceptable. Una sal
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farmacéuticamente aceptable puede incluir una sal de adiciéon de acido que se forma a partir de un acido inorganico
tal como é&cido clorhidrico, &cido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, acido bromhidrico y acido yodhidrico; un
acido organico tal como acido tartérico, acido férmico, &cido citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, éacido glucénico, acido benzoico, acido lactico, acido fumarico, acido maleico y acido salicilico; o
acido sulfénico tal como acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido bencenosulfénico y 4acido
p-toluenosulfénico, que forman una sal de adiciéon de acido no tdxica que incluye un anién farmacéuticamente
aceptable. Ademas, una sal de acido carboxilico farmacéuticamente aceptable incluye la sal con un metal alcalino o
un metal alcalinotérreo tal como litio, sodio, potasio, calcio y magnesio; sales con aminoéacido tal como lisina,
arginina y guanidina; una sal organica tal como diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, tris(hidroximetil)metilamina,
dietanolamina, colina y trietilamina. El compuesto de formula 1 segln la presente invencién puede convertirse en sus
sales mediante métodos convencionales.

Mientras tanto, puesto que el compuesto de férmula 1 seglin la presente invencién puede tener un centro de
carbono asimétrico y un plano o eje asimétrico, puede existir como isémero E o Z, isémero R o S, mezclas
racémicas o mezclas diastereoisoméricas y cada diasterecisbmero, todos los cuales estan dentro del alcance de la
presente invencién.

En el presente documento, a menos que se indique lo contrario, el término “el compuesto de formula 1” se usa para
significar todos los compuestos de férmula 1, incluyendo los isémeros y las sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos.

En el presente documento, se usan los siguientes conceptos que definen los sustituyentes para definir el compuesto
de formula 1.

El término “halégeno” o “halo” significa fluoruro (F), cloro (Cl), bromo (Br) o yodo (l).

El término “alquilo” significa hidrocarburos lineales o ramificados, puede incluir un enlace sencillo, un doble enlace o
un triple enlace, y es preferiblemente alquilo C1-C1o. Los ejemplos de alquilo incluyen, pero no se limitan a, metilo,
etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo, terc-butilo, acetileno, vinilo, trifluorometilo, y similares.

El término “cicloalquilo” significa hidrocarburos de anillo individual o condensado parcial 0 completamente saturados,
y es preferiblemente cicloalquilo C3-C4o. Los ejemplos de cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, y similares.

A menos que se defina lo contrario, el término “alcoxilo” significa alquiloxilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono.

El término “arilo” significa hidrocarburos aromaticos, preferiblemente arilo Cs-C1o, més preferiblemente arilo Cs-Co.
Los ejemplos de arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, y similares.

El término “heteroarilo” significa hidrocarburos arométicos de 3 a 12 miembros, més preferiblemente de 5 a
10 miembros, que forman un anillo individual o condensado, que pueden condensarse con benzo o cicloalquilo
Cs-Cs, que incluyen uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O y S como miembro de anillo. Los ejemplos de
heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridinilo, pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, oxadiazolilo, isoxadiazolilo,
tetrazolilo, triazolilo, indolilo, indazolilo, isoxazolilo, oxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, furanilo, benzofuranilo, imidazolilo,
tiofenilo, benzotiazol, bencimidazol, quinolinilo, indolinilo, 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolilo, 3,4-dihidroisoquinolinilo,
tiazolopiridilo, 2,3-dihidrobenzofurano, 2,3-dihidrotiofeno, 2,3-dihidroindol, benzo[1,3]dioxina, cromano, tiocromano,
1,2,3,4-tetrahidroquinolina, 4H-benzo[1,3]dioxina, 2,3-dihidrobenzo[1,4]-dioxina, 6,7-dihidro-5H-
ciclopenta[d]pirimidina, y similares.

Arilalquilo, alquilarilo y heteroarilalquilo significan grupos que se forman mediante la combinacién del arilo y alquilo o
del heteroarilo y alquilo mencionados anteriormente. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, bencilo,
tiofenometilo, pirimidinometilo, y similares.

Segln una realizacién de la presente invencién, en la formula 1, Ry representa alquilo C1-Cs 0 -C(O)Ry; vy R»
representa alquilo C1-Cayg, arilo Cs-C1g 0 aril Ce-C1g-alquilo C4-Cs.

Segun otra realizacién de la presente invencién, en la formula 1, Ry representa alquilo C4-Cs o -C(O)Rz; R2
representa alquilo C1-C1s, arilo Cs-C1o 0 aril Ce-C1g-alquilo C4-Cs; y el sustituyente es alquilo o haloalquilo.

Los compuestos de féormula 1 representativos segln la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, los
siguientes compuestos:

acetato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4, 5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

propionato de  (28,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)}-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
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oxotetrahidrofuran-2-ilo;

isobutirato  de  (2R,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)}-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

pivalato de (2R,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

3-metilbutanoato de (2S,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-
5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

3,3-dimetilbutanoato de (2S,3S8)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

palmitato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4, 5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

benzoato de  (28,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il}-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

4-(trifluorometil)benzoato de (2S,3S8)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

2-fenilacetato de (2S,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-
oxotetrahidrofuran-2-ilo;

(5R)-N-((3S)-2-etoxi-2-(fluorometil)-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamida; y

(5R)-N-((3S)-2-(fluorometil)-2-metoxi-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamida.

Los términos y las abreviaturas usados en el presente documento conservan sus significados originales a menos
que se indique lo contrario.

La presente invencién también proporciona un método para preparar el compuesto de férmula 1. A continuacidén en
el presente documento, se explica el método para preparar el compuesto de férmula 1 basandose en reacciones a
modo de ejemplo con el fin de ilustrar la presente invencién. Sin embargo, un experto en la técnica podria preparar
el compuesto de férmula 1 mediante diversos métodos basandose en la estructura de férmula 1, y debe interpretarse
que tales métodos estan dentro del alcance de la presente invencidén. Es decir, el compuesto de formula 1 puede
prepararse mediante los métodos descritos en el presente documento o combinando diversos métodos divulgados
en la técnica anterior, que debe interpretarse que estdn dentro del alcance de la presente invencién. Por
consiguiente, un método para preparar el compuesto de formula 1 no se limita a los siguientes métodos.

El compuesto de férmula 1 de la presente invencién puede prepararse a partir del compuesto de formula 2 segun el
método del siguiente esquema de reaccidén 1. El compuesto de férmula 1, que es un profarmaco, puede sintetizarse
mediante el uso del compuesto de férmula 2 y un derivado de cloruro de acilo, trietilamina (EtsN), DMAP
(4-dimetilaminopiridina) y disolvente de diclorometano (DCM), o después de sintetizar el producto intermedio
mediante el uso del compuesto de férmula 2 y acido p-tosilico, trimetoximetano, etanol o metanol, y el compuesto
sintetizado haciendo reaccionar hidréxido de litio, agua y THF se usa en é&cido disolvente de diclorometano y
trifluoroacético.

[Férmula 1]
R
L
N
T © 9
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[Férmula 2]

Un compuesto no descrito especificamente en el método de preparacion de la presente memoria descriptiva es un
compuesto conocido o un compuesto que puede sintetizarse facilmente a partir de un compuesto conocido mediante
un método de sintesis conocido o un método similar.

El compuesto de formula 1 obtenido mediante los métodos anteriores puede separarse o purificarse a partir de los
productos de reaccién mediante métodos convencionales tales como recristalizacién, ionosféresis, cromatografia en
columna de gel de silice o cromatografia de intercambio iénico.

Tal como se explicé anteriormente, los compuestos segun la presente invencién, los materiales de partida o los
productos intermedios para la preparacién de los mismos pueden prepararse mediante una variedad de métodos,
que debe interpretarse que estan dentro del alcance de la presente invencién con respecto a la preparacion del
compuesto de férmula 1.

El compuesto de formula 1 segln la presente invencién puede usarse como profarmaco de inhibidor de caspasas.
Por consiguiente, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion o el
tratamiento de inflamacién o apoptosis que comprende el compuesto de férmula 1, o un isbmero o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, como principio activo, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

Las enfermedades a modo de ejemplo que pueden prevenirse o tratarse mediante la composiciéon farmacéutica
segln la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, aquellas seleccionadas del grupo que consiste en
enfermedades asociadas con la apoptosis, enfermedades inflamatorias, osteoartritis, artritis reumatoide, artritis
degenerativa y trastornos 6seos destructivos.

En la presente invencién, una “composicién farmacéutica” puede incluir otros componentes tales como portadores,
diluyentes, excipientes, etc., ademas del principio activo de la presente invencién. Por consiguiente, la composicién
farmacéutica puede incluir portadores, diluyentes, excipientes farmacéuticamente aceptables o combinaciones de
los mismos, si es necesario. La composicién farmacéutica facilita la administracién de compuestos al cuerpo.
Diversos métodos para administrar los compuestos incluyen, pero no se limitan a, administracién oral, mediante
inyeccién, en aerosol, parenteral y local.

En el presente documento, un “portador” significa un compuesto que facilita la adicién de compuestos a la célula o al
tejido. Por ejemplo, el dimetilsulféxido (DMSO) es un portador convencional que facilita la administracién de muchos
compuestos orgénicos a células o tejidos vivos.

En el presente documento, un “diluyente” significa un compuesto que no sélo estabiliza una forma biolégicamente
activa, sino que se diluye en el disolvente que disuelve los compuestos. Una sal disuelta en tampén se usa como
diluyente en este campo. Un tampén convencionalmente usado es una solucién salina tamponada con fosfato que
imita la forma de sal en el fluido corporal. Puesto que una disolucién tampén puede controlar el pH de la disolucién a
baja concentracién, un diluyente tampén apenas modifica la actividad biolégica de los compuestos.

En el presente documento, “farmacéuticamente aceptable” significa una propiedad tal que no altera ni la actividad
biol6gica ni la propiedad fisica de los compuestos.

Los compuestos segln la presente invencién pueden formularse como diversas formas de dosificacion
administradas farmacéuticamente. En la preparacién de la composicién farmacéutica de la presente invencidn, un
componente activo, especificamente el compuesto de férmula 1 o un isbmero o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, se mezcla con portadores farmacéuticamente aceptables seleccionados teniendo en cuenta la
forma de dosificacién que va a prepararse. Por ejemplo, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede
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formularse como inyecciones, preparaciones orales, y similares, segln sea necesario.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede formularse en forma de dosificacién oral, forma de
inyeccioén o forma de parche, pero puede no estar limitada a las mismas.

El compuesto de la presente invencidn puede formularse mediante métodos convencionales usando portadores y
excipientes farmacéuticos conocidos e insertarse en recipientes de una o mdltiples unidades. Las formulaciones
pueden ser disolucién, suspensiéon o emulsidn en aceite o disolvente acuoso e incluyen agentes de dispersién,
agentes de suspensién o agentes de estabilizaciéon convencionales. Ademas, el compuesto puede ser, por ejemplo,
una forma de polvo seco que se disuelve en agua libre de pirégenos esterilizada antes de su uso. El compuesto de
la presente invencién puede formularse en supositorios mediante el uso de una base para supositorios convencional
tal como manteca de cacao u otros glicéridos. Las formas sdélidas para administracién oral incluyen capsulas,
comprimidos, pastillas, polvos y granulos. Se prefieren las capsulas y los comprimidos. Los comprimidos y las
pastillas tienen preferiblemente un recubrimiento entérico. Las formas sélidas se fabrican mezclando los compuestos
de la presente invencién con al menos un portador seleccionado de diluyentes inertes tales como sacarosa, lactosa
o almidén, lubricantes tales como estearato de magnesio, agentes disgregantes, aglutinantes, y similares.

En el caso de formulaciones parenterales, habitualmente se usa agua esterilizada y también puede(n) estar
comprendido(s) otro(s) componente(s) tal(es) como un adyuvante de disolucién. Las formulaciones para inyeccién,
por ejemplo, suspensién a base de aceite 0 a base de agua esterilizada para inyeccidn, pueden prepararse segun
técnicas conocidas mediante el uso de agentes de dispersién, agentes de humectacién o agentes de suspension
apropiados. Los disolventes Utiles para este propésito incluyen agua, solucién de Ringer y disolucién de NaCl
isoténica, y como disolvente o medio de suspensién también se usan convencionalmente aceites inmovilizados
esterilizados. Para este propésito puede usarse cualquier aceite inmovilizado no irritante, incluyendo monoglicéridos
y diglicéridos, y para una formulacién para inyeccién pueden usarse &cidos grasos tales como un &cido oleico. En el
caso de formulaciones percutdneas, como portador puede usarse un agente potenciador de la penetracién y/o un
agente de humectacién adecuado, opcionalmente en combinacién con aditivo(s) no irritante(s) adecuado(s) para la
piel. Como tales aditivos, pueden seleccionarse aquellos Utiles para potenciar la administracion a través de la piel y/o
preparar la composicién deseada. La formulacién percutdnea puede administrarse de diversas maneras, por
ejemplo, tal como un parche transdérmico, un tratamiento local o una pomada.

El compuesto o la composicion farmacéutica que comprende el mismo segun la presente invencién puede
administrarse en combinacién con otros farmacos, por ejemplo, otros inhibidores de caspasas y/o profarmacos de
inhibidores de caspasas.

La dosis del compuesto de férmula 1 segun la presente invencién se determina por la receta de un médico teniendo
en cuenta el peso corporal, la edad y la afeccion especifica del paciente y la gravedad de la enfermedad. Cuando el
compuesto de la presente invencién se administra con propésitos clinicos, la dosis diaria total que va a administrarse
al huésped en una dosis Unica o en dosis independientes esté preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 5
a 500 mg/kg de peso corporal, pero el nivel de dosis especifico para un paciente especifico puede variar
dependiendo del peso, el sexo, el estado de salud, la dieta, el momento de administracion del farmaco, el método de
administracién, la tasa de excrecion, la mezcla de farmacos, la gravedad de la enfermedad, etc., del paciente.

En el presente documento, el término “tratamiento” se usa para significar impedir, retardar o mejorar el avance de
enfermedades en un sujeto que muestra sintomas de las enfermedades.

Efectos ventajosos de la invencién

La presente invencion se refiere a un nuevo compuesto que tiene la estructura de férmula 1, que es un profarmaco
de un derivado de isoxazolina, que es un inhibidor de caspasas, que tiene la estructura de férmula 2. Es decir, el
compuesto de formula 1 actia como profadrmaco de un inhibidor de caspasas. El compuesto profarmaco que tiene la
estructura de férmula 1 se convierte en la forma activa del inhibidor de caspasas de férmula 2 mediante una
isoenzima esterasa en el cuerpo. Estos compuestos profarmacos presentan ventajas con respecto al inhibidor de
caspasas de féormula 2 en cuanto a farmacocinética. Especificamente, el compuesto profarmaco de férmula 1
presenta una mayor durabilidad del farmaco en comparacién con el inhibidor de caspasas de férmula 2. Ademas,
debido a que el compuesto profarmaco de férmula 1 puede convertirse en el inhibidor de caspasas de féormula 2
mediante una enzima degradante en el cuerpo humano y presenta hidrofobia por si mismo, puede ser adecuado
para una formulacién de accién prolongada.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un gréfico que representa los resultados de la prueba de hidrélisis del compuesto de férmula 1
preparado segln el ejemplo de la presente invencién.

La figura 2 es un gréafico que representa los resultados de la prueba de farmacocinética de los compuestos de
férmula 1 preparados segun los ejemplos de la presente invencion.
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Modo para la invencién

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describird en méas detalle a través de ejemplos
de preparacion y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son sélo ilustrativos, y el alcance de la presente invencién
no se limita a los mismos.

Ejemplo 1 acetato de (28,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

Se disolvié el compuesto de formula 2 (5,0 g, 12,0 mmol) en diclorometano (50 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de acetilo (0,94 ml, 13,2 mmol, 1,1 equiv.), trietilamina (2,52 ml, 18,0 mmol, 1,5 equiv.) ¥y
4-dimetilaminopiridina (0,15 g, 1,2 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se agité
la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se terminé la reaccién mediante la adicién de
disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (25 ml). Después de afiadir agua (25 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destilé a presién reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de
acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener 3,0 g (rendimiento: 54 %) del compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,87 (d, 1H), 7,74-7,69 (m, 3H), 7,08 (d, 1H), 5,22 (m, 1H),
4,69 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,97 (m, 2H), 2,38 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 1,05 (dd, 6H)

Ejemplo 2: propionato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (1,0 g, 2,4 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de propionilo (0,23 ml, 265 mmol, 1,1 equiv.), trietlamina (0,5 ml, 3,61 mmol, 1,5 equiv.) y
4-dimetilaminopiridina (0,03 g, 0,24 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se
agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién
de disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destildé a presidn reducida. Se separé en columna la mezcla obtenida mediante el uso
de una mezcla 1:2 de acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:2) para obtener 0,25 g (rendimiento: 23 %) del
compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,87 (d, 1H), 7,74-7,69 (m, 3H), 7,08 (d, 1H), 5,22 (m, 1H),
4,69 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,98 (m, 2H), 2,45 (m, 2H), 2,37 (m, 1H), 1,20 (t, 3H), 1,05 (dd, 6H)

Ejemplo 3. isobutirato de (2R,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

e
H\_/:‘(\F
: 0

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (1,0 g, 2,4 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de isobutirilo (0,73 g, 2,65 mmol, 1,1 equiv.), trietilamina (0,5 ml, 3,61 mmol, 1,5 equiv.) ¥y
4-dimetilaminopiridina (0,03 g, 0,24 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se
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agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién
de disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destildé a presidn reducida. Se separé en columna la mezcla obtenida mediante el uso
de una mezcla 1:2 de acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:2) para obtener 0,06 g (rendimiento: 5 %) del
compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,88 (d, 1H), 7,74-7,69 (m, 3H), 7,09 (d, 1H), 5,25 (m, 1H),
4,69 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,63 (m, 1H), 2,38 (m, 1H), 1,26 (dd, 6H), 1,05 (dd, 6H)

Ejemplo 4: pivalato de (2R, 38)-2-(fluorometil}-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de pivaloilo (0,17 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.) y 4-dimetilaminopiridina (0,29 g, 2,4 mmol, 2,0 equiv.) mientras se
mantenia la temperatura de 5°C o inferior. Se agité la mezcla de reacciéon a 25 °C durante aproximadamente
2 horas y se terminé la reaccién mediante la adicién de disolucién de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 %
(10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se separé la fase organica y se destilé6 a presidén reducida. Se
recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener
0,1 g (rendimiento: 17 %) del compuesto del titulo.

H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,11 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,88 (d, 1H), 7,71 (m, 3H), 7,11 (d, 1H), 5,26 (m, 1H), 4,68
(d, 2H), 4,02 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,39 (m, 1H), 2,27 (s, 2H), 1,28 (s, 9H), 1,05 (dd, 6H)

Ejemplo 5. 3-metilbutanoato de (2S .38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

o
H\_/:’(\F
: 0

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de isovalerilo (0,17 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.), trietilamina (0,18 g, 1,8 mmol, 1,5 equiv.) y 4-dimetilaminopiridina
(0,015 g, 0,12 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5°C o inferior. Se agité la mezcla de
reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se terminé la reaccién mediante la adicién de disolucién de
hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se separ6 la fase
organica y se destilé a presién reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de acetato de etilo y
hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener 0,13 g (rendimiento: 17 %) del compuesto del titulo.

H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,11 (d, 1H), 8,52 (d, 1H), 7,86 (d, 1H), 7,71 ( , 3H), 7,11 (d, 1H), 5,23 (m, 1H), 4,71
(d, 2H), 4,04 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,35 (m, 1H), 2,28 (d, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,05 (dd, 12H)

Ejemplo 6: 3, 3-dimetilbutanoato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-

carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo
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Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de t-butilacetilo (0,19 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.), trietlamina (0,18 g, 1,8 mmol, 1,5 equiv.) ¥y
4-dimetilaminopiridina (0,015 g, 0,12 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se
agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién
de disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destilé a presién reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de
acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener 0,14 g (rendimiento: 23 %) del compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,88 (d, 1H), 7,71 (m, 3H), 7,13 (d, 1H), 5,23 (m, 1H), 4,71
(d, 2H), 4,04 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,35 (m, 1H), 2,27 (s, 2H), 1,05 (dd, 15H)

Ejemplo 7. palmitato  de  (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

||||I
.\\O

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (1,0 g, 2,4 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de palmitoilo (0,73 g, 2,65 mmol, 1,1 equiv.), trietlamina (0,5 ml, 3,61 mmol, 1,5 equiv.) y
4-dimetilaminopiridina (0,03 g, 0,24 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se
agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién
de disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destildé a presidn reducida. Se separé en columna la mezcla obtenida mediante el uso
de una mezcla 1:2 de acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:2) para obtener 0,11 g (rendimiento: 7 %) del
compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,88 (d, 1H), 7,74-7,69 (m, 3H), 7,09 (d, 1H), 5,23 (m, 1H),
4,69 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,41 (m, 2H), 2,38 (m, 1H), 1,68 (m, 2H), 1,35-1,24 (m, 24H),
1,05 (dd, 6H), 0,88 (t, 3H)

Ejemplo 8 benzoato de  (28,3S8)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de benzoilo (0,17 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.), trietilamina (0,18 g, 1,8 mmol, 1,5 equiv.) y 4-dimetilaminopiridina
(0,15 g, 1,2 mmol, 1,0 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se agit6é la mezcla de reaccién
a 25°C durante aproximadamente 2 horas y se terminé la reaccién mediante la adicién de disolucién de
hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se separ6 la fase
organica y se destilé a presién reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de acetato de etilo y
hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener 0,14 g (rendimiento: 22 %) del compuesto del titulo.

H-RMN (400 MHz, CDCls) 8 9,13 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 8,03 (d, 2H), 7,85 (d, 1H), 7,70 (m, 3H), 7,63 (t, 1H), 7,48 (m
2H), 7,09 (d, 1H), 5,23 (m, 1H), 4,81 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,74 (d, 1H), 3,08 (m, 2H), 2,20 (m, 1H), 0,97 (dd 6H)

Ejemplo 9 4-(trifluorometil)benzoato de (28,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-
dihidroisoxazol-5-carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo




10

15

20

25

30

35

40

ES 2 980 695 T3

CF

Q
H\_/:‘(\F
: O

Se disolvidé el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de 4-trifluorometilbenzoilo (0,30 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.) y 4-dimetilaminopiridina (0,29 g, 2,4 mmol,
2,0 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante
aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién de disolucién de hidrogenocarbonato de
sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afadir agua (10 ml) y agitar, se separé la fase orgénica y se destil6 a
presiébn reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de acetato de etilo y hexano
(EtOAc:hexano=1:5) para obtener 0,1 g (rendimiento: 13 %) del compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 8,14 (d, 2H), 7,88 (d, 1H), 7,74 (m, 3H), 7,85 (m, 2H), 7,09
(d, 1H), 5,26 (m, 1H), 4,82 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 3,08 (m, 2H), 2,19 (m, 1H), 0,82 (dd, 6H)

Ejemplo 10: 2-fenilacetato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo

e}
H\_/E(\F
: O

Se disolvid el compuesto de férmula 2 (0,5 g, 1,2 mmol) en diclorometano (20 ml) y luego se afiadieron al mismo
cloruro de fenilacetilo (0,22 g, 1,4 mmol, 1,1 equiv.), trietlamina (0,18 g, 1,8 mmol, 1,5 equiv.) y
4-dimetilaminopiridina (0,015 g, 0,12 mmol, 0,1 equiv.) mientras se mantenia la temperatura de 5 °C o inferior. Se
agité la mezcla de reaccién a 25 °C durante aproximadamente 2 horas y se termind la reaccién mediante la adicién
de disoluciéon de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 10 % (10 ml). Después de afiadir agua (10 ml) y agitar, se
separé la fase organica y se destilé a presién reducida. Se recristalizé la mezcla obtenida en una mezcla 1:5 de
acetato de etilo y hexano (EtOAc:hexano=1:5) para obtener 0,3 g (rendimiento: 51 %) del compuesto del titulo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) 8 9,12 (d, 1H), 8,55 (d, 1H), 7,88 (d, 1H), 7,74-7,69 (m, 3H), 7,37 (m, 2H), 7,30 (m, 3H),
7,09 (d, 1H), 5,23 (m, 1H), 4,69 (d, 2H), 4,03 (d, 1H), 3,83 (d, 1H), 3,74 (s, 2H), 2,95 (m, 2H), 2,38 (m, 1H), 1,05 (dd,
6H)

Ejemplo de preparacién 1: acido (S)-4,4-dietoxi-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)pentanoico

N—O EtO OEt
/ N
B : i
N o] '\"/OH
(o]

(Etapa A) (S)-5-Fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4-oxopentanoato de
etilo

N—O EtO OEt
/ N
B 2
N o] -\n/o\/
(o]

Se hizo reaccionar el compuesto de férmula 2 (500 mg, 1,2 mmol) con é&cido p-tosilico (114 mg, 0,6 mmol),
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trietoximetano (20 ml, 120 mmol) y etanol (20 ml) bajo reflujo durante 6 dias. Se enfrié la mezcla de reaccién hasta
temperatura ambiente, se afiadidé a la misma disolucién de cloruro de amonio saturado y se extrajo con acetato de
etilo. Se secd la fase organica sobre sulfato de sodio, se concentrdé y se purific6 mediante el uso de MPLC para
obtener el compuesto del titulo (230 mg, 37 %).

1H-RMN (CDCls) 8 9,15 (d, 1H), 8,54 (d, 1H), 7,84 (d, 1H), 7,75 ~ 7,64 (m, 3H), 4,75 ~ 4,86 (m, 1H), 4,53 (dd, 1H),
4,42 (dd, 1H), 4,02 (d, 1H), 3,97 ~ 3,67 (m, 5H), 3,57 ~ 3,50 (m, 3H), 2,71 (dd, 1H), 2,52 ~ 2,36 (m, 2H), 1,18 ~ 0,97
(m, 15H)

(Etapa B) Acido (S)-4,4-dietoxi-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il}-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)pentanoico

pd
A%

A (S)-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4-oxopentanoato de etilo
(230 mg, 0,44 mmol) e hidréxido de litio (31,9 mg, 1,33 mmol), se le afiadieron agua (1,12 ml) y tetrahidrofurano
(THF, 0,28 ml) y se llevé a cabo la reaccion a 40 °C durante 3 horas. Se enfrié el reactante hasta temperatura
ambiente, se concentré a presién reducida, se afiadi6é hidréxido de sodio 1 N y se lavé la fase acuosa con tolueno.
Luego, se afiadi6 acido clorhidrico 6 N para ajustar el pH a 3, seguido de extraccién usando diclorometano. Se secd
la fase organica extraida sobre sulfato de sodio y se filtr6 a presidén reducida para obtener el compuesto del titulo. Se
us6 el compuesto del titulo obtenido en la siguiente reaccién sin purificacién adicional.

Ejemplo 11: (5R)-N-((38)-2-etoxi-2-(fluorometil)-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-
dihidroisoxazol-5-carboxamida

O/\
S
AN N\.)(\F
l N (@] E\«O
~
(o]

A é&cido (S)-4,4-dietoxi-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)pentanoico
(200 mg, 0,38 mmol), se le afiadieron acido trifluoroacético (0,5 ml) y diclorometano (5 ml) a 0 °C y se agitaron a
temperatura ambiente durante 2 horas. Después de agitar durante 2 horas, se concentré la mezcla de reaccién a
presién reducida y se obtuvo el compuesto del titulo (92 mg, 54 %) a través de MPLC.

1H-RMN (CDCls) 8 9,11 (d, 1H), 8,56 (d, 1H), 7,86 (d, 1H), 7,75 ~ 7,64 (m, 3H), 7,38 (d, 1H), 4,94 (q, 1H), 4,66 (s,
1H), 4,54 (s, 1H), 4,09 (d, 1H), 4,02 (d, 1H), 3,90 ~ 3,67 (m, 3H), 2,92 (dd, 1H), 2,59 (dd, 1H), 2,36 (p, 1H), 1,29 ~
1,19 (m, 4H), 1,06 (t, 6H)

Ejemplo de preparacion 2. acido  (S)-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-4,4-dimetoxipentanoico

N—O MeO OMe
y N
A . F
_N 0 '\"/OH
O

(Etapa A) (8)-5-Fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4 4-

dimetoxipentanoato de metilo

N—O MeO OMe
[ N
N F

| :
=N o o]
N
T
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Se hizo reaccionar el compuesto de férmula 2 (1 g, 24 mmol) con é&cido p-tosilico (229 mg, 1,2 mmol),
trietoximetano (10 ml, 90 mmol) y metanol (20 ml) bajo reflujo durante 4 dias. Se enfrié la mezcla de reaccién hasta
temperatura ambiente, se afiadidé a la misma disolucién de cloruro de amonio saturado y se extrajo con acetato de
etilo. Se secd la fase organica sobre sulfato de sodio, se concentrdé y se purific6 mediante el uso de MPLC para
obtener el compuesto del titulo (561 mg, 49 %).

(Etapa B) Acido (8S)-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4,4-
dimetoxipentanoico

A (S)-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4,4-dimetoxipentanoato  de
metilo (562 mg, 1,18 mmol) e hidréxido de litio (134 mg, 5,59 mmol), se le afiadieron agua (3,42 ml) y THF (0,85 ml)
y se llevd a cabo la reaccién a 40 °C durante 4 horas. Se enfrid el reactante hasta temperatura ambiente, se
concentré a presion reducida, se afladié hidroxido de sodio 1 N y se lavd la fase acuosa con tolueno. Luego, se
afiadié acido clorhidrico 6 N para ajustar el pH a 3, seguido de extraccién usando diclorometano. Se secé la fase
orgéanica extraida sobre sulfato de sodio y se filtr6 a presidén reducida para obtener el compuesto del titulo. Se usé el
compuesto del titulo obtenido en la siguiente reaccién sin purificacién adicional.

Ejemplo 12: (5R)-N-((38)-2-(fluorometil)-2-metoxi-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-
dihidroisoxazol-5-carboxamida

O/
'L
N N\_)(\F
N o 5\«0
o
o

A acido (S)-5-fluoro-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-4,4-dimetoxipentanoico
(441 mg, 0,9 mmol), se le afiadieron é&cido trifluoroacético (0,5 ml) y diclorometano (5 ml) a 0°C y se agitaron a
temperatura ambiente durante 2 horas. Después de agitar durante 2 horas, se concentrd la mezcla a presion
reducida y se obtuvo el compuesto del titulo (196 mg, 51 %) a través de MPLC.

H-RMN (CDCls) 8 9,

9,12 (d, 1H), 8,56 (d, 1H), 7,86 (d, 1H), 7,75 ~ 7,64 (m, 3H), 7,40 (d, 1H), 4,91 (q, 1H), 4,66 (dd,
1H), 4,54 (dd, 1H), 4,08

(d, 1H), 4,80 (d, 1H), 3,35 (s, 3H), 2,90 (dd, 1H), 2,56 (dd, 1H), 2,36 (p, 1H), 1,06 (t, 6H)

Ejemplo experimental 1: prueba de hidrélisis mediante hidrolasa del compuesto profarmaco de férmula 1

Se prepararon diversas carboxilesterasas humanas recombinantes (CE1b, CE1c y CE2) con el fin de confirmar la
tendencia de hidrélisis del profarmaco por la carboxilesterasa (CE) que es una hidrolasa. La concentracién inicial de
enzima proporcionada por el fabricante era de 5 mg/ml, que se diluy6é 1/50 en tampdn fosfato de potasio 100 mM
para obtener una disolucién de proteina de 100 pg/ml. Para el compuesto del ejemplo 1, que es un compuesto
profarmaco que va a someterse a prueba, se usé una disolucién de reserva de DMSO de 5 mg/ml como disolucién
de trabajo, que se diluyé 1/100 en acetonitrilo para obtener una disolucién con una concentraciéon de 50 pg/ml, y se
diluyé nuevamente hasta una concentracién de 1/100 en tampén fosfato de potasio 100 mM para obtener una
disolucién de farmaco con una concentracion final de 500 ng/ml. Luego, se mezclé 1:1 cada disolucién preparada
anteriormente para iniciar la reaccién enzimética, y se recogieron 50 pul de cada muestra a los 0 y 10 minutos. Se
desproteinizaron las muestras con acetonitrilo que contenia un patrén interno (Pl) y se centrifugaron, y se inyecté el
sobrenadante en un dispositivo de CL-EM/EM para el anélisis. Mediante la correccién del area de pico obtenida del
profarmaco con el area de pico del Pl, se obtuvo la respuesta de pico en el momento de la recogida de cada
muestra, y se convirtié la razén residual (% restante) en comparacién con el valor inicial. Ademas, mediante la
correccién del area de pico obtenida del compuesto de féormula 2 con el 4rea de pico del P, se obtuvo la respuesta
de pico en el momento de la recogida de cada muestra, y se confirmé la generacién en funcién del tiempo (figura 1).

Como profarmaco de férmula 1, se realizaron adiciones conocidas del compuesto de ejemplo 1 con isozima CE
recombinante humana y se midi6 la razén residual después de la reacciéon durante 60 minutos, confirmandose que
se perdi6 la mayor parte del profarmaco. Tal resultado se analiza como que el compuesto del ejemplo 1 se hidrolizé
por una esterasa presente en el sistema de reaccién y se convirtié en un compuesto de férmula 2, que es el farmaco
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original. Se hallé que la contribucién a estos cambios entre cada isozima CE recombinante humana era mayor por
CE1b y CE1c que por CE2.

Ejemplo experimental 2: prueba de farmacocinética en ratones

Para las pruebas PK de inyeccién subcutanea (s.c.) de los compuestos de los ejemplos 1, 4 y 9 como compuesto
profarmaco de férmula 1, se prepararon ratones C57BL6 de aproximadamente 7 semanas de edad, y se llevé a cabo
una separacién en grupos asignando 3 animales por compuesto de administracién. Debido a que era un caso de
inyeccién subcutanea, no se realizé ayuno. El dia de la administracién, se prepar6 una disoluciéon de farmaco a una
concentracién de 5 mg/ml mediante el uso de metilcelulosa (MC) al 0,5% como vehiculo y se inyecté por via
subcutanea en una cantidad de 10 ml por kg de peso corporal de cada individuo para preparar una dosis final de
50 mg/kg. Alas 1, 2, 4, 6, 8, 24 y 48 horas después de la administracién, se extrajo sangre a través de la vena
orbital y se agrup6 la sangre de cada uno de los tres animales por grupo en un tubo de heparina. Se centrifugé la
muestra de sangre obtenida a 15.000 rpm durante 2 minutos para separar el plasma, y se tomaron 50 ul y se
almacenaron congelados a -20 °C. El dia del analisis, se descongelé la muestra a temperatura ambiente y se llevé a
cabo la desproteinizacién con 200 pl de acetonitrilo, que era un total de 4 veces el volumen almacenado. En este
momento, el acetonitrilo contenia un patrén interno y écido férmico (FA) al 5 %. Para preparar una curva de
calibracién, se prepararon disoluciones en acetonitrilo (que incluian Pl y FA al 5 %) con concentraciones conocidas
de 0,1, 0,5, 5, 50 y 500 ng/ml, respectivamente, y se desproteinizé el suero del blanco con 4 veces el volumen de
acetonitrilo tal como antes para preparar una curva de calibracién de 0,4 - 2.000 ng/ml final. Después de inyectar
0,5 pl del sobrenadante obtenido después de la desproteinizacion en el dispositivo de CL-EM/EM, se corrigi6 el area
de pico del compuesto de férmula 2 con el area de pico de Pl para obtener la respuesta de pico en cada punto de
recogida de muestra, y se convirtid la concentracién a través de una curva de calibracién. Se calcularon los
parametros farmacocinéticos (Crmax, Tmax, AUCunima, t12, €tc.) a través de un método de analisis no compartimental
usando WinNonlin 8.1 para el valor de concentracién en sangre en funcién del tiempo para cada grupo de
administraciéon. Se compararon las caracteristicas farmacocinéticas de cada compuesto comparando los cambios de
exposicion y semivida por el grupo de administracion de farmaco.

En el caso de inyeccién subcutanea de un profarmaco del compuesto de formula 2, que es el farmaco original, el
valor maximo de concentracién de farmaco en sangre del compuesto de férmula 2 disminuyé (figura 2). Las
caracteristicas observadas en el caso de administrar el profarmaco son ventajosas en cuanto a la expresiéon de
efectos secundarios provocados por la alta concentracién en sangre porque hay una pequefia diferencia en la
concentracién de farmaco. Ademas, se espera que tenga ventajas con respecto a la administracion directa del
farmaco original para mantener la concentracién eficaz requerida para la expresién de eficacia y lograr la eficacia
deseada.

Los pardmetros farmacocinéticos del farmaco original, que es un metabolito medido en el plasma de ratones
después de la administraciéon subcutanea de los compuestos de los ejemplos 1, 4 y 9, que son los compuestos
profarmacos de férmula 1, se representan en la tabla 1 a continuacién.

[Tabla 1]
Férmula 2 Ejemplo 1 Ejemplo 4 Ejemplo 9
Media Media Media Media
Crmax (ng/ml) 12,50 3,08 1,70 0,41
Trmax () 1 1 1 1
AUCutima (hxpg/ml) 24,02 22,44 7,11 2,72
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REIVINDICACIONES
Compuesto de la siguiente férmula 1, o isémero o sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

[Férmula 1]

en la que
R+ representa alquilo, cicloalquilo, arilo 0 -C(O)Ry;

R> representa alquilo, cicloalquilo, arilo, arilalquilo o heteroarilo que incluye uno o méas heteroatomos
seleccionados de N, Oy S;y

el alquilo, el cicloalquilo, el arilalquilo y el heteroarilo estan opcionalmente sustituidos, y el sustituyente
puede ser uno o mas seleccionados de grupo alquilo, cicloalquilo, hidroxilo, halo, haloalquilo, acilo, amino,
alcoxilo, carboalcoxilo, carboxilo, carboxiamino, ciano, nitro, tiol, ariloxilo, sulfoxilo y guanido.

Compuesto, o isbmero o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, segun la reivindicacién 1, en el que
R1 representa alquilo C4-Cg 0 -C(O)Ry; y

R» representa alquilo C4-Cao, arilo Ce-Co 0 aril Ce-C1p-alquilo C4-Cy.

Compuesto, o isbmero o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, segun la reivindicacién 1, en el que
R+ representa alquilo C4-Cs 0 -C(O)Ry;

R» representa alquilo C4-Cys, arilo Cs-C1o 0 aril Cs-C1p-alquilo C4-Cs; y

el sustituyente es alquilo o haloalquilo.

Compuesto segun la reivindicacidn 1, en el que el compuesto se selecciona del siguiente grupo:

acetato de (2S,3S8)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-
5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

propionato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

isobutirato de (2R,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

pivalato de (2R,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-carboxamido)-
5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

3-metilbutanoato  de  (25,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

3,3-dimetilbutanocato de (2S,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

palmitato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

benzoato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

4-(trifluorometil)benzoato de (2S,3S)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-
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5-carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

2-fenilacetato de (2S,38)-2-(fluorometil)-3-((R)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-dihidroisoxazol-5-
carboxamido)-5-oxotetrahidrofuran-2-ilo;

(S5R)-N-((3S)-2-etoxi-2-(fluorometil)-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-
dihidroisoxazol-5-carboxamida; y

(5R)-N-((3S)-2-(fluorometil)-2-metoxi-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-5-isopropil-3-(isoquinolin-1-il)-4,5-
dihidroisoxazol-5-carboxamida.

Composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de inflamacién o apoptosis que
comprende el compuesto de formula 1, o un isémero o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, como principio activo, junto con un portador
farmacéuticamente aceptable.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicaciéon 5, que se formula en forma de dosificacién
oral, forma de inyeccién o forma de parche.

Composicién farmacéutica para su uso en la prevencidn o el tratamiento de una enfermedad seleccionada
de enfermedades asociadas con la apoptosis, enfermedades inflamatorias, osteoartritis, artritis reumatoide,
artritis degenerativa y trastornos 6seos destructivos, que comprende el compuesto de férmula 1, o un
isémero o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, segln una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, como principio activo, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.
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