ES 2 364 647 T3

@ Numero de publicacién: 2 364 647

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS GD Int. CL.:
CO7H 17/08 (2006.01)
ESPANA A61K 31/7048 (2006.01)

A61P 29/00 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03750405 .7
Fecha de presentacién : 29.07.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1529053
Fecha de publicacion de la solicitud: 11.05.2005

Titulo: Compuestos macrélidos dotados de actividad antiinflamatoria.

Prioridad: 01.08.2002 IT MI02A1726 @ Titular/es: ZAMBON S.p.A.
Via Lillo del Duca, 10
20091 Bresso, MI, IT

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Napoletano, Mauro;
08.09.2011 Moriggi, Ermanno;

Mereu, Andrea;

Ornaghi, Fernando;

Morazzoni, Gabriele;

Longoni, Roberto;

Riva, Carlo;

Pacchetti, Luciano y

Pellacini, Franco

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Curell Aguila, Marcelino
08.09.2011

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2364 647 T3

DESCRIPCION
Compuestos macrolidos dotados de actividad antiinflamatoria.

La presente invencién se refiere a compuestos macrélidos dotados de actividad antiinflamatoria, y mas
particularmente se refiere a derivados macrolidos que no presentan cladinosa en la posicion 3, que presentan
actividad antiinflamatoria, a sales farmacéuticamente aceptables de los mismos y a composiciones farmacéuticas
que los contienen a modo de ingrediente activo.

Es conocido que muchos antibidticos, en particular la clase de los macrolidos basados en la eritromicina que
presentan 14 atomos anulares, presentan propiedades antiinflamatorias ademas de su actividad antibacteriana [Clin.
Immunother. 6:454-464, (1996)].

La eritromicina es un macrdlido natural (The Merck Index, 13% edicion, n® 3714, pagina 654) que ha sido
ampliamente utilizado clinicamente en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram-positivas, varias
bacterias Gram-negativas y micoplasmas.

Recientemente el interés de la comunidad cientifica se ha desplazado hacia las propiedades antiinflamatorias e
inmunomoduladoras de la eritromicina y de los derivados de la misma [Journal of Antimicrobial Chemotherapy 41
(supl. B):37-46, (1998)].

Esta actividad se encuentra bien documentada tanto en estudios clinicos como en experimentos in vivo e in vitro.

Por ejemplo, se ha encontrado que los macrdlidos resultan efectivos en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias tales como la panbronquiolitis [Thorax 52:915-918, (1997)], el asma bronquial [Chest 99:670-673,
(1991)] y la fibrosis quistica [The Lancet 351:420, (1998)], tanto en modelos animales de inflamacion, por ejemplo la
peritonitis inducida por zimosano en ratones [Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 30:339-348, (1992)] y la
acumulacion inducida por endotoxinas de neutrofilos en la trdquea de la rata [Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 38:1641-1643, (1994)], y en estudios in vitro en células del sistema inmunolégico tales como
neutréfilos [The Journal of Immunology, 159:3395-4005, (1997)] vy linfocitos T [Life Sciences 51:PL 231-236, (1992)]
0 sobre la modulacién de citoquinas tales como la interleuquina-8 (IL-8) [Am. J. Respir. Crit. Care Med. 156:266-271,
(1997)] o la interleuquina-5 (IL-5) [solicitudes de patente EP 0 775 489 y EP 0 771 564, a nombre de Taisho
Pharmaceutical Co., Ltd.].

La administracion de compuestos macrélidos en individuos asmatico se acompafna de una reduccion de la
hipersecrecion e hipersensibilidad bronquiales (Inflammation 20 n® 6), 1996) como consecuencia de su interaccién
con los neutréfilos; se cree que esta interaccién impide que muchos lipidos bioactivos, implicados en la patogénesis
del asma bronquial, expresen su actividad proinflamatoria desestabilizadora de las membranas.

La eficacia terapéutica particular de los compuestos macrolidos en enfermedades en las que se ha encontrado que
los farmacos antiinflamatorios convencionales, por ejemplo los corticoesteroides, resultan ineficaces [Thorax 52:915-
918, (1997), citado anteriormente] justifica el gran interés en esta nueva clase potencial de antiinflamatorios.

Sin embargo, el hecho de que los compuestos macrolidos convencionales presenten una fuerte actividad
antibacteriana no permite su utilizacion mas amplia en el tratamiento crénico de procesos inflamatorios no causados
por microorganismos patogénicos, debido a que ello podria dar lugar al rapido desarrollo de cepas resistentes.

Por lo tanto, resultaria deseable disponer de nuevas sustancias de estructura macrélida que mostrasen actividad
antiinflamatoria y que simultaneamente se encontrasen libres de propiedades antibiéticas.

Para una mayor claridad, se proporciona la férmula de la eritromicina, en la que se indica la numeracién adoptada en
la presente solicitud de patente.

——



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 647 T3

Se describen en la literatura muchas clases de compuestos de eritromicina dotados de actividad antibacteriana y
caracterizados por una mayor estabilidad frente a los acidos y, de esta manera, que presentan mejores propiedades
farmacocinéticas.

La solicitud de patente WO 96/18633 a nombre de Zambon Group da a conocer compuestos de 9-[O-
(aminoalquil)oximal-eritromicina A dotados de actividad antibidtica contra los microorganismos Gram-positivos y
Gram-negativos.

Los cetdlidos, derivados de la eritromicina, modificados en la posicién 3' y 6-O-sustituidos, utilizados en el
tratamiento de las infecciones bacterianas se dan a conocer en la solicitud de patente WO 99/16779 a nombre de
Abbott Laboratories.

Los compuestos de 9-oximino-eritromicina esterificados en la posicién 3 y 3'-modificados, que resultan Gtiles como
agentes antibacterianos y antiulcerativos, se dan a conocer en la solicitud de patente JP n® 2001/181294 (Hokuriku
Pharmaceutical Co.).

Entre los compuestos macrélidos descritos en la literatura, pocos son derivados 3'-desdimetilamino-9-oximino.

La solicitud de patente EP 0 254 534 (Robinson, William S.) reivindica una clase muy amplia de compuestos
macrolidos, entre los que se da a conocer la 9-O-metiloxima del eritrondlido A y los derivados 9-oximino de la
eritromicina A, incluyendo la 9-O-metiloxima de la 3'-desdimetilamino-3',4'-dehidroeritromicina A.

La solicitud de patente anteriormente mencionada reivindica compuestos que presentan actividad antivirica.

La 9-oxima de 3'-desdimetilamino-3',4'-dehidroeritromicina A y la 9-oxima de eritronido A se da a conocer en la
patente US n® 3.928.387 (Hoffmann-La Roche Inc.) como intermediarios que resultan utiles para preparar el
antibidtico 1745A/X.

Se describen en la literatura varias clases de compuestos de eritromicina dotados de actividad antiinflamatoria.

Por ejemplo, los compuestos de eritromicina modificados en las posiciones 3, 9, 11 y 12 se reivindican, por ejemplo,
en las solicitudes de patente europea anteriormente mencionadas a nombre de Taisho, como potentes inhibidores
de la sintesis de IL-5.

La utilizacién de eritromicina como antiinflamatorio que actia mediante la reduccion de la liberacién de la
interleuquina 1 mediante la inhibicién de la glucoproteina de mamifero mdr-P se reivindica en la solicitud de patente
WO 92/16226 a nombre de Smith-Kline Beecham Corporation.

Los compuestos 3'-desdimetilamino-9-oximino de macrdlido dotados de actividad antiinflamatoria y que no presentan
actividad antibiética se dan a conocer en la solicitud de patente WO 00/42055 a nombre de Zambon Group.

Una contribucién eficaz para la actividad antiinflamatoria ejercida por los compuestos macrélidos se relaciona con
los cambios realizados por ellos en varias funciones metabdlicas de los neutrdfilos.

En particular, en varios estudios se ha demostrado que los compuestos macrélidos intervienen en la exocitosis
[Journal of Antimicrobial Chemotherapy 38:81, 1996] y en la produccién de sustancias oxidantes por parte de los
leucocitos polimorfonucleares (PMNL) (Journal of Antimicrobial Chemotherapy 24:561, 1989].

El papel del elemento estructural clave en la modulacion de las actividad metabdlicas-funcionales anteriormente
mencionadas de los neutrdfilos se ha atribuido a la presencia de L-cladinosa en la posicion 3 del anillos de los
compuestos macrolidos [The Journal of Immunology 159:3395-4005, 1997, anteriormente citado].

La accién del sacarido, segun el articulo mencionado anteriormente, podria estar relacionada con la importancia que
presenta este azlcar en la incorporacién celular de los compuestos macrélidos, o con su interacciéon con una diana
celular implicada en ambas actividades metabdlicas de los neutréfilos.

A modo de confirmacién de lo expuesto anteriormente, este azlcar neutro, la L-cladinosa, con independencia de su
inclusién en la estructura de macrélido global, se ha descrito que esta dotado de una actividad antiinflamatoria
pronunciada.

Las formulaciones farmacéuticas que contienen cladinosa o L-cladinosa como producto medicinal para el tratamiento
de las afecciones inflamatorias se describen en la patente FR 2.735.694 a nombre de Roussel Uclaf.

Ahora los presentes inventores han encontrado, inesperadamente, que mediante la eliminacién de la cladinosa en la
posicion 3 de los derivados de macrdlido, se obtienen compuestos dotados de actividad inflamatoria y
sustancialmente libres de propiedades antibioticas.
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Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un compuesto segun la reivindicacion 1.

Los compuestos de férmula I, en la que R es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, R1 es un grupo dimetilamino
y Rz es un atomo de hidrégeno, se conocen como entidades quimicas. Es decir, el compuesto en el que R es un
atomo de hidrégeno, Ry es un grupo dimetilamino y Rz es un atomo de hidrégeno, ha sido dado a conocer por Max
V. Sigal et al, J. Am. Chem. Soc. 78:388-395, 1956, como producto de degradacion de la eritromicina A. Ademas,
tanto los compuestos en los que R es un a&tomo de hidrégeno o un grupo metilo, Ry es un grupo dimetilamino y Rz es
un atomo de hidrégeno, han sido dados a conocer en el documento EP-A-0-941-998 como productos de partida en
la preparacion de macrélidos dotados de actividad antibiética.

Sin embargo, su actividad antiinflamatoria no ha sido dada a conocer hasta el momento. Por lo tanto, todavia son
nuevos como farmacos antiinflamatorios.

Los compuestos de formula | son macrélidos antiinflamatorios que no presentan actividad antibiética y por lo tanto
resultan dtiles en el tratamiento y la profilaxis de enfermedades inflamatorias, también en el caso de que R sea un
atomo de hidrégeno o un grupo metilo, Ry sea un grupo dimetilamino y R sea un atomo de hidrégeno.

La expresion "alquilo C+4-Cs lineal o ramificado” pretende referirse a un grupo seleccionado de entre metilo, etilo, n-
propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo e isopentilo.

La expresién "anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presentan entre uno y tres heteroatomos
seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre" pretende referirse a anillos heterociclos tales como pirrol,
tiofeno, furano, imidazol, pirazol, tiazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, triazol o tiadiazol.
Resultard evidente para el experto en la materia que la sustitucion de los anillos heteroarilo por formas parcial o
totalemtne saturadas de los mismos, asi como la presencia de sustituyentes en los anillos aromaticos (fenilo o
heteroarilo) contemplados en los significados de A e Y, da lugar a compuestos que se encuentran comprendidos
dentro del alcance de la invencion.

Son compuestos preferidos de féormula | aquellos en los que R1 es un atomo de hidrégeno, un grupo N-alquil (C1-Cs)-

N-metilamino, un grupo N-alquil (C+-Cs)-N-metilamino-N-éxido, un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acil (C+-
C4)-N-metilamino, un grupo N-[N,N-dimetilamino-alquil (C1-C4)-amino]acetil-N-metilaino o una cadena de formula:

CHa. - (CHIX{CHam-Y-(CH)n-A

|

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres
heteroatomos seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,

X es O o0 NRsy Rs es un atomo de hidrégeno o un alquilo C1-Cg lineal o ramificado,

Y, en el caso de que n sea 0, es un grupo CeH4 0 un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre
uno y tres heteroatomos seleccionados de entre nitrdgeno, oxigeno y azufre, o, en el caso de que nno sea 0,es O o
NRs, y Rs €s un atomo de dhirégeno o un alquilo C1-Cg lineal o ramificado,

r es un namero entero comprendido entre 1y 3,

m es el nimero entero 1 6 2,

n es un numero entero comprendido entre 0 y 2,

o Ry forma un enlace conjuntamente con Ro.

Los compuestos que resultan todavia mas preferentes dentro de este grupo son aquellos en los que Ry es un atomo

de hidrégeno, un grupo N,N-dimetilamino-N-6xido, un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acetil-N-metilamino,
un grupo N-[N,N-dimetilamino-alquil (C1-Cz)-amino]acetil-N-metilamino o una cadena de férmula:
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CHa. .~ (CHIX{CHm-Y-(CH)n-A

|

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos seleccionado de entre pirrol,
tiofeno, furano, imidazol, oxazol, tiazol, piridina, pirimidina, triazol y tiadiazol,

en la que:

Xes O o0 NRs y Rs es un atomo de hidrégeno,

Y es, en el caso de que n sea 0, un grupo CgH4 0 un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos seleccionado de
entre pirrol, tiofeno, furano, imidazol, oxazol, tiazol, piridina, pirimidina, triazol y tiadiazol, o, en el caso de que n sea
1, NRe y Res son atomos de hidrégeno,

r es un numero entero comprendido entre 1y 3,

m es el nimero entero 1 6 2,

n es el nimero entero0 6 1,

o Ry forma un enlace conjuntamente con Ro.

Los compuestos de este grupo que resultan todavia mas preferentes son aquellos en los que Ry es un atomo de

hidrégeno, un grupo N,N-dimetilamino-N-éxido, un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acetil-N-metilamino, un
grupo N-[N,N-dimetilaminoetilamino]cetil-N-metilamino o una cadena de férmula:

CHan - (CHF X{CHIm-Y-(CHznA

|

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo seleccionado de entre tiofeno, furano, tiazol, piridina y
triazol,

X es NRg y Rs es un atomo de hidrégeno,

Y es, en el caso de que n sea 0, un grupo CeH4 0 un anillo heteroarilo seleccionado de entre tiofeno, furano, tiazol,
piridina y triazol, o, en el caso de que n sea 1, NRg y Rs son atomos de hidrégeno,

o R1 forma un enlace conjuntamente con Ra.

Son ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula | las sales con acidos
organicos o minerales tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, &cido yodhidrico, &cido nitrico, acido
sulfurico, acido fosférico, acido acético, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido succinico y acido
glutarico.

Los compuestos de férmula | de la presente invencidon se preparan segun una ruta sintética que implica la
eliminacion del grupo L-cladinosa en posicion 3 de los compuestos de férmula:

Ry

()
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en la que:
R, R1, Rz, Rs y R4 presentan los significados proporcionados para los compuestos de férmula 1.

La eliminacion del grupo cladinosa preferentemente se lleva a cabo mediante una reacciéon de hidrélisis &cida
catalizada en presencia de un acido mineral, por ejemplo acido sulfirico o acido clorhidrico, y un solvente organico
prético, por ejemplo agua, metanol o etanol.

Los intermediarios de férmula Il son nuevos, con la excepcién de aquellos en los que (i) Ry es un grupo N,N-
dimetilamino, e (ii) R es un atomo de hidrogeno y R+ es un grupo N,N-dimetilamino-N-éxido.

Por ejemplo, el compuesto de férmula Il en la que R es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, y R1 es un grupo
N,N-dimetilamino han sido dados a conocer como agentes antibacterianos por R. Faghih et al., J. of Antibiotics
43:1334-36, 1990.

Los compuestos de férmula Il se obtienen a partir de eritromicina A o 6-O-metileritromicina A (nombre comun:
claritromicina) mediante la accidn sobre el grupo cetona en posicién 9, y opcionalmente sobre el grupo dimetilamino
en la posicién 3'. Preferentemente, la accién inicialmente se dirige al grupo cetona en la posicion 9; éste puede
reducirse para proporcionar un compuesto hidroxi.

Las posibles modificaciones en el grupo dimetilamino en posiciéon 3' incluyen la oxidaciéon, la eliminacion o la
desmetilacién y posterior funcionalizacion (alquilacién y acilacién).

Resultara evidente para el experto en la materia que, con el fin de evitar la interferencia con los grupos funcionales
que pueden encontrarse presentes en las tres posiciones en las que deben realizarse modificaciones estructurales,
resultara mas o menos convenientes y apropiado seleccionar una prioridad dada en las modificaciones sintéticas
que deban llevarse a cabo.

A titulo de ejemplo adicional, con respecto a la eliminaciéon de la cladinosa, ésta puede llevarse a cabo tras las
modificaciones del grupo cetona en posicion 9, puede realizarse después o antes de la posible modificacion del
grupo dimetilamino o puede terminar el procedimiento de sintesis.

Preferentemente, la reaccién de hidrdlisis del azlcar se lleva a cabo después de las modificaciones del grupo cetona
en posicién 9 en el anillo macrolido para evitar que quede cladinosa en el medio de reaccion y requiera una posterior
separacion del producto final y no respecto de los intermediarios de sintesis; sin embargo, en general, no se
producen interacciones que evitan la eliminacion de la cladinosa en otra etapa intermedia o al final del procedimiento
de sintesis.

Dichas elecciones de procedimiento se encontraran dictadas en cada caso por las necesidades técnicas destinadas
a optimizar el procedimiento de sintesis del producto de interés.

Se describen con mayor claridad posteriormente en la presente memoria modos de llevar a cabo las modificaciones
estructurales anteriormente indicadas de los macrdlidos.

Los derivados hidroxi, en posicion 9, de la eritromicina son conocidos, y pueden obtenerse segun técnicas
convencionales mediante tratamiento de la eritromicina A con agentes reductores, por ejemplo hidruros (borohidruro
sodico, borohidruro sédico, cianoborohidruro sédico o hidruro de litio-aluminio) (Faghih, Journal of Antibiotics, 1334-
1336, 1990) o mediante procedimientos de hidrogenacién catalitica, proporcionando los compuestos de formula:

(XXb)

en la que:
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R presenta los significados proporcionados en la formula I.

La eliminacion del grupo dimetilamino se lleva a cabo mediante oxidacién, pirrélisis y posible reduccién, segin
métodos conocidos, por ejemplo aquellos descritos en la solicitud de patente internacional WO 00/42055 a nombre
de Zambon Group, o en la patente US n? 3.928.387 a nombre de Hoffmann-La Roche Inc., ambas citadas
anteriormente.

La conversién en N-6xidos tiene lugar, segun un método conocido, medinate tratamiento con peracidos, por ejemplo
perdxido de hidrégeno o acido meta-cloroperbenzoico en presencia de un solvente organico (patente US n®
3.928.387, Hoffmann-La Roche Inc., citado anteriormente) (J. Am. Chem. Soc. 76:3121, 1954).

La desmetilacién del grupo dimetilamino en posicién 3' puede llevarse a cabo mediante técnicas convencionales, por
ejemplo el tratamiento con acetato sédico y yodo en presencia de un solvente organico, tal como se describe en la
patente US n? 3.725.385 a nombre de Abbott Laboratories; la posterior acilacién o alquilacién de la amina secundaria
obtenida de esta manera se lleva a cabo segun las técnicas convencionales de sintesis.

Ademaés, los compuestos de formula | en la que Ri=R2=H pueden prepararse mediante reduccién de los compuestos
correspondientes de férmula | en la que R+ y Rz conjuntamente forman un enlace.

Los compuestos macrélidos han sido ampliamente utilizados terapéuticamente como agentes antibacterianos; en
cada caso, los datos clinicos y experimentales indican que se encuentran implicados en la modulaciéon de la
respuesta inflamatoria.

Existe un cuerpo sustancial de evidencia, derivado de estudios tanto in vitro como in vivo, que sugiere que, aparte de
inhibir la liberacion de las citoquinas, los efectos moduladores de los compuestos macrdlidos se dirigen hacia dianas
celulares importantes tales como los linfocitos y los neutrdfilos.

Estas células, en particular, son una primera linea de defensa frente a los patdégenos, expresandose esta funcion por
medio de la fagocitosis, la liberacion de enzimas hidroliticos y la produccién de metabolitos toxicos del oxigeno.

Aunque los neutréfilos resultan esenciales en la defensa inmunoldgica, es conocido que una liberacion excesiva, no
fisiologica, de sustancias oxidantes y de enzimas hidroliticos podria encontrarse implicada en muchas afecciones
patologicas, por ejemplo, la ateroesclerosis, el dafio isquémico por reperfusion, la artritis reumatoide, el choque
séptico y las inflamaciones pulmonares crénicas tales como el ARDS (sindrome de distrés respiratorio del adulto),
COPD y asma (inflamacion vy fiebre; Viera “Stvrtinova, Jan Jakubovsky e Ivan Hulin, Academic Electronic Press,
1995).

El tratamiento con eritromicina a dosis bajas durante periodos prolongados se describe como efectivo para reducir la
hipersensibilidad bronquial en pacientes asmaticos (Miyatake H. et al, Chest 99:670-673, 1991, citado
anteriormente).

En un estudio adicional, se ha demostrado que el mismo tratamiento en pacientes que sufren de COPD, puede
reducir significativamente la frecuencia y el riesgo de exacerbacion, causado por las infecciones respiratorias
agudas, de esta enfermedad (CHEST 120:730-733, 2001).

Los resultados obtenidos no se deben a la actividad antibiética del macroélido, sino a la inhibicion de la expresion y
de la liberacion de las citoquinas inflamatorias.

Dicho tratamiento, segun el articulo citado anteriormente, debe restringirse preferentemente a los pacientes con un
alto riesgo de exacerbacion de COPD debido al riesgo potencial de emergencia de cepas patogénicas resistentes.

Los compuestos de formula | de la presente invencion estan dotados de actividad antiinflamatoria y no presentan
actividad antibiética.

Se evalud la actividad farmacolégica de los compuestos de férmula | en modelos de inflamacién cutanea y pulmonar
en comparacion con los compuestos macrélidos conocidos, tales como eritromicina y azitromicina, que estan
dotados de actividad tanto inflamatoria como antibiética.

Se evalué la actividad antiinflamatoria tanto mediante la inhibiciéon del edema inducido por PMA en el oido del raton
como mediante la reduccién de la acumulacion inducida por LPS de neutrdfilos en los pulmones de la rata.

En todos los experimentos, se encontré que los compuestos de la presente invencién eran altamente activos como
agentes antiinflamatorios y la actividad antiinflamatoria era similar o superior que la de los compuestos de
comparacion.

Se evalud la actividad antibiotica in vitro a partir de la capacidad de inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas
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sensibles a eritromicina.

Ademas, los compuestos de la presente invencién no mostraban actividad antibiética, tal como demuestran los
ensayos realizados, y por lo tanto pueden utilizarse en tratamientos cronicos de procesos inflamatorios sin que
surjan fenémenos no deseados de resistencia.

De esta manera, resulta evidente que los compuestos de férmula |, dotados de actividad antiinflamatoria y que no
presentan actividad antibiética, pueden utilizarse en el tratamiento agudo y crénico y en la profilaxis de
enfermedades inflamatorias, en particular de enfermedades relacionadas con una funcionalidad celular alterada de
los neutréfilos, por ejemplo la artritis reumatoide, el dafo isquémico por reperfusion, el choque séptico, la
aterosclerosis, la ARDS, la COPD y el asma.

Las cantidades terapéuticamente eficazs dependeran de la edad y del estado fisiol6gico general del paciente, de la
via de administracién y de la formulacién farmacéutica utilizada; la dosis terapéuticas generalmente se encuentran
comprendidas entre aproximadamente 10 y 2.000 mg/dia y preferentemente entre aproximadamente 30 y 1.500
mg/dia.

Los compuestos de la presente invencion para la utilizacion en el tratamiento y/o profilaxis de las enfermedades
anteriormente indicadas preferentemente se utilizan en una forma farmacéutica que resulta adecuada para la
administracion oral, rectal, sublingual, parenteral, topica, transdérmica y por inhalacion.

Por lo tanto, es un objetivo adicional de la presente invenciéon proporcionar formulaciones farmacéuticas que
contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula | o una sal del mismo conjuntamente
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser liquidas, adecuadas para la administracion
oral y/o parenteral, por ejemplo gotas, jarabes, soluciones, soluciones inyectables listas para la utilizacién o
preparadas mediante dilucion de un liofilizado, aunque preferentemente son sélidas, por ejemplo tabletas, capsulas,
granulos, polvos, pellets, pesarios, supositorios, cremas, pomadas, geles o unglentos; o alternativamente
soluciones, suspensiones, emulsiones u otras formas adecuadas para la inhalacién y la administracién transdérmica.

Dependiendo del tipo de formulacion, estas formulaciones contienen, aparte de una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno (0 mas) compuestos de formula |, excipientes solidos o liquidos o diluyentes para la utilizacion
farmacéutica, y opcionalmente, otros aditivos utilizados normalmente en la preparacion de formulaciones
farmacéuticas, por ejemplo espesantes, agentes agregantes, lubricantes, desintegrantes, saborizantes y colorantes.

Las formulaciones farmacéuticas de la invencién pueden producirse segun técnicas convencionales.

Los ejemplos posteriormente se proporcionan a continuacion con el fin de ilustrar la presente invenciéon con mayor
claridad.

Las estructuras quimicas y la caracterizacion analitica de los intermediarios, asi como los compuestos de formula |
se proporcionan en la tabla a continuacion.

<y~

2o X | CDCIu5,18:6,24 (m, 1-H, Hia), 4,98 (d, 1H, J=4,6, Hr'); 4,50 (d, 1H, J=7,1,
Intermediario 38 "aig}.)? ° H+’); 3,38 (s, 3H, cladinosa CHs0); 3,35 (s, 3H, H;"); 2,29 (s, 6H, Me2N); 0,85

o "E‘I}H (t’ 3Ha J=7121 H15)

mm e 070 D,0: 5,06-5,11 (m, 1H, Hi3); 3,84 (s, 1H, H11); 3,06 (s, 3H, CHjs claritrom);
Compuesto 27 m;iijf 2,64y 2,74 (2s, 6H, MezN); 0,68 (t, 3H, J=7,1, H15),

S £
Compuesto 28 | ¢ fg\ CDCI3: 4,65 (m, 1H, H1’); 3,95 (s, 1H, H11); 3,20 y 3,16 (2s, 6H, Me2N[OD;

3,14 (s, 3H, CHjs claritrom); 0,81 (1, 3H, J=7,4, His),

. ":Ii::j CDCls: 4,83-4,92 (m, 1H, H13)23,82 (s, 1H, H11); 2,77 y 2,72 (2s, 3H,
Compuesto 6 ..%Eflz conférmeros MeN); 2,10 (s, 6H, NMez); 0,73 (m, 3H, Hjs),

Compuesto 5 o

v mj;{ﬁff’ D.0: 7,66 (m, 1H, Th); 7,47 (m, 1H, Th); 4,91 (m, 1H, H3); 4,53 (d, 1H, J=8,0,
, Hi'); 4,12 (m, 2H, CH,Th); 2,52 , (s, 3H, MeN); 0,72 (t, 3H, J=7,2, His),
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Compuesto 7

CDCl3: 7,72 (m, 1H, Th); 7,31 (m, 1 , Th); 4,21 (m, 2H, CH2Th); 3,87 (s, 1H,
H11); 2,37 (s, 3H, MeN); 0,89 (t, 3H, J=7,2, His),

Compuesto 8

CDCls: 7,30-7,40 (m, 5H, Ph); 4,40 (d, 1H, J=7,4, H1); 3,87 (s, 1H, Hi1); 3,80
(m, 2H, CHoPh); 2,34 (s, 6H, Me2N); 0,92 (t, 3H, J=7,1, His),

Compuesto 4

CDCls; 7,4-7,2 (m, 5H, Ph); 4,55 (m, 1H, Hie); 4,44 (d, 1H, J=7,7, Hy); 3,89
(S1 1H, Hi1); 2,20 (s, 3H, MeN); 0,93 (t, 3H, J=7,2, Hss),

<2
Compuesto3 | 1o, Y. | CDCls: 4,51 (d, 1H, J=72, Hy); 3,18 y 3,16 (2s, 6H, NMes [O]); 0,88 (t, 3H,
- J=7.2, His),
ntermediario 16 | L X" | CDCh: 5,5 (m, 2H, Hay Hy); 5,00-5,04 (m, 1H, Hia); 3,81 (s, 3H, Hir); 091 (4
n—g 3H, J=7,4, Hys),
o ‘ng"
K

Compuesto 1

CDCls: 2,96 y 286 (2s, 3H, conférmeros MeN); 2,21 y 2,17 (2s, 3H, CH3CO);
0,93 (1, 3H, J=7,4, His),

CDCls: 4,50 (m, 1H, His); 4,34 (d, 1H, J=7.4, Hy); 3,89 (s, 1H, Hi1; 2,29 (s,

Compuesto 2 n :c . 6H, MeoN), 0.93 (t, 3H, J=7.4, Hrs),
.

Intermediario 10 e vl CDCls: 3,33y 3,31 (2s, 3H, H7"); 3,03 y 2,88 (2s, 3H, MeN); 0,92 (m, 3H, His),
\N,iu]

Intermediario 11

pMSO_d6: 4,95 (m, 2H, C[O]CH2N); 4,83 (m, 1H, H1’); 2,09 (s, 6H, Me:aN);
0,77 (m, 3H, H15)

Intermediario 1

CDCl3: 4,98 (d, 1H, J=4,1, Hy"); 4,91 (m, 1H, Hi3); 4,54 (d, 1H, J=7, )

3,75 (s, 1H, H14); 3,32 (s, 3H, H7"); 2,30 (s, 6H, Me2N); 0,89 (t, 3H, J=7,4, Hys),

Intermediario 2

CDCls: 5,62 (m, 1H, Hiz); 4,78 (d, 1H, J=4,0, Hi"); 4,49 (d, 1H, J=7,4, Hy);
3,79 (s, 1H, Hn1); 3,29 (S, 3H, H7"); 2,44°(s, 3H, MeN); 0,91 (t, 3H, J=7,6, Hss),

'O
i ﬂ:ii
. ) XL | CDCls: 3,33 y 329 (25, 3H, H"); 2,93 y 2,88 (25, 3H, MeN); 218y 2,14 (2s
Intermediario 3 '*g:gf o | 3H. N[COICH:); 0.91(t, 3H, J=7.1, His),
HO\'(\© . . " .
YL | CDCls: 7,257,40 (m, 5H, Ph); 5,02 (d, 1H, J=4,3, Hy"); 4,87 (m, TH, Hia); 4,55
Intermediario 7 | (@, 1H, J=7,2, Hy); 812 (s, 3H, Hr"); 2,28 (s, 3H, MeN); 0,90 (t, 3H, J=75,

His)

Intermediario 8

D20: 4,88 (d, 1H, J=4,3, H"); 4,78 (m, 1H, Hi3); 4,55 (d, 1H, J=7,3, H¢’); 3,11
(s, 3H, H7"); 2,16 (s, 3H, MeN); 0,74 (t, H, J=7,3, His)

Intermediario 9

CDCls: 7,73 (m, 1H, Th); 7,27 (m, 1H, Th); 5,01 (d, 1H, J=4,2, H"); 4,90 (m,
1H, His); 4,55 (d, 1H, J=7,1, Hy’); 4,12 (m, 2H, CH2Th); 3,33 (s, 3H, H7"); 2,28
(s, 3H, MeN); 0,90 (t, 3H, J=7.4, Hys),
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Intermediario 12

CDCl3:7,10 (m, 1H, Th); 7,28 (m, 1H, Th); 5,8-6,1 (m, 2H, =CH alilo); 5,02, (d,
1H, J=4,1, H'™); 4,90 (m, 1H, H13); 3,77 (s, 1H, Hi1); 3,30 (s, 3H, H7"); 2,31 (s,
3H, MeN); 0,89 (t, 3H, J=7,2, His),

Intermediario 13

CDCls: 7,70 (m, 1H, Th); 7,26 (m, 1H, Th); 4,98 (d, 1H, J=4,2, H"); 4,90 (m,
1H, His); 4,53 (d, 1H, J=7,1, Hy"); 4,13 (m, 2H, CH2Th); 3,73 (s, 1H, Hy1); 3,32
(s, 3H, H7"); 2,29 (s, 3H, MeN); 0,88 (t, 3H, J=7,1, H1s),

Intermediario 14

CDCls: 720-7,32 (m, 5H, Ph); 5,8-6,1 (m, 2H, =CH alilo); 5,00 (d, 1
H+"); 4,90 (m, 1H, Hi3); 3,75 (s, 1H, Hi1); 3,32 (s, 3H, H7"); 2,29 (s,
0,90 (t, 3H, J=7,5, His),

H, J=4,0,
3H, MeN):

Intermediario 15

CDCls: 7,25-7,35 (m, 5H, Ph); 5,00 (d, 1H, J=3,9, H1"); 4,89 (m, 1H, H1g; 4,55
(d, 1H, J=7,2, Hy'); 3,8,2 (m, 2H, CHoPh); 3,77 (s, 1H, H11); 3,34 (s,3H, H7");
2,30 (s, 3H MeN)-, 0,91 (t, 3H, J=7,5, His),

Intermediario 5

CDCly: 5,03 (d, 1H; J=3,9,-H"): 4,83 (m, 1H, His): 4,69 (d, 1H, J=7,0, Hy):
3,76 (s,1H,H11); 3,41 (s, 6H, MeaN[O]); 3,23 (s, 3H, Hy"); 0,91 (t, 3H,J=7.5,
His),

Compuesto 9

CDCl3: 5,69 (m, 2H, H3’ y H4'); 4,59 (m, 1H, His), 4,51, (d, 1H, J=6,9, H¢’);
3,85 (S, 3H, H11); 0,92 (t, 3H, J=7,4, H15),

Compuesto 10

CDCls; 4,58 (m, 1H, H1s); 4,36 (d, 1H, J=7.6, H’); 3,86 (s, 3H, H11); 1,35 (s,
3H, H11B); 0,92 (t, 3H, J=7,4, H15),

intermediario 39

CDCls: 5,05 (m,,1H, Hy3); 4,92 (d, 2H, J=4,5, H1"); 4,41 (d, 2H, J,7,5, Hy'); 3,98
(s, 1H, Hi1); 3,32 (s, 3H,H7"); 3,03 (s, 3H, CHjs claritrom); 2,41 (s, 3H, MeN);
0,84 (t, 3H, J=7,4, His)

Intermediario 40

CDCls, 5,97 (m, 1H, His); 4,41 (d, 2H, J=8,1, Hy"); 2-96 (s, 3H, CHj claritrom):
2,42 (s, 3H, MeN); 0,83 (t, 3H, J=7.5, H1s)

Intermediario 41

CDCls: 4,50 (d, 2H, J=7,4, H+’): 3,93 (s, 1H, H11); 2,96 (s, 3H, CHj5 claritrom);
2,91 (s, 3H, MeN); 2,15y 2,12 (2s, 3H, conférmeros CHzCO); 0,83 (t, 3H, J=.,
His)

Intermediario 4

HPLC: Rt 3,01 min

Compuesto 30

CDCls: 8,62, 8,56, 7,75 y 7,30 (4m, 4H, Py); 4,74 (s, 2H, CH2Py); 3,89 (s, 1H,
Hi1); 2,97,(s, 3H, CHaN); 0,87 (m, 3H, His)

intermediario 6

HPLC: Rt 6,17 min

Clave de la tabla: Alloc = alliloxicarbonil

Ejemplo 1

Preparacién del intermediario 1

Se afadié una solucién de NaBH4 (11,3 g, 300 mmoles) en H>O (75 ml) gota a gota (durante mas de 20 minutos) a
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una solucién de eritromicina (100 g, 136,3 mmoles) en THF (1,5 litros) mantenida a 0°C. La mezcla de reaccién se
agité durante 1 hora a 0°C y durante 3 horas a temperatura ambiente. La evaporacion del THF bajo vacio
proporcioné un producto crudo, que se disolvié en acetato de etilo (0,5 I) y acido citrico (1 | de una solucién acuosa
al 5%). Se extrajo la fase acuosa, se lavé con acetato de etilo (3x0,5 1) y se neutralizé6 con K2COs. La extraccion con
acetato de etilo (3x1 I) proporcion6 una fase organica, que se sec6 sobre sulfato sédico, se filtrd y se evapor6 bajo
vacio, proporcionando el intermediario 1 (72,1 g, rendimiento de 72%, 89,6% d.e.) en forma de sélido blanco.

[M+1]": 736
Ejemplo 2

Preparacién del intermediario 2

Se mantuvo una soluciéon del intermediario 1 (10,3 g, 14 mmoles) en metanol (120 ml) bajo un flujo de nitrégeno y se
afnadieron secuencialmente a la misma acetato sédico (5,7 g, 70 mmoles) y yodo (4,28 g, 16,9 mmoles). Se mantuvo
la mezcla de reaccién bajo agitacién y se irradié con una lampara de UV de 400 vatios durante 6 horas, manteniendo
la temperatura entre 20°C y 30°C con un bafo de hielo. Se elimin6 el metanol mediante evaporacion bajo vacio y se
introdujo el residuo en acetato de etilo y se extrajo con metabisulfato sédico al 5%. La fase acuosa agrupada se traté
con solucién de NaOH al 10% hasta alcanzar un pH alcalino y se extrajo con acetato de etilo (4x0,5 I). Tras secar
con sulfato sédico, se filtré la fase organica y se evapord bajo vacio, proporcionando 10 g de un producto crudo
solido blanco, que se disolvié en acetato de etilo (40 ml a 50°C) y se cristalizd, proporcionando el intermediario 2
(5,3 g, rendimiento de 53%) en forma de un sélido blanco.

[M+1]": 722.
Ejemplo 3

Preparacién del intermediario 3

Se afiadié una solucion de anhidrido acético (31 ul, 0,33 mmoles) disuelta en dioxano (1 ml) a una soluciéon de
intermediario 2 (200 mg, 0,277 mmoles) y K2COs (76 mg, 0,554 mmoles) en dioxano (4 ml) y agua (5 ml). Tras 3
horas, se afiadié6 metanol y la solucion se evaporo6 bajo vacio. Se disolvi6 el sélido crudo en acetato de etilo (20 ml) y
se lavd con &cido citrico al 5% (2x10 ml) y KoCOs3 al 10% (2x10 ml). La fase organica se secd sobre sulfato sodico y
se filtrg, y el solvente se elimind mediante evaporacién, proporcionando el intermediario 3 (130 mg, rendimiento de
62%) en forma de un sélido blanco.

[M-1]: 763.
Ejemplo 4

Preparacién del compuesto 1 (12 ruta de sintesis)

Se afadié HCI concentrado (0,5 ml) gota a gota a una solucion de intermediario 3 (470 mg, 0,618 mmoles) en
metanol (50 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora. Tras neutralizar con NHz concentrado, la solucién
se evaporo, se disolvid en CH2Cl», se separaron las sales inorganicas mediante filtracién y se elimind el solvente
mediante evaporacion bajo vacio. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M,
CHxCl2/MeOH 30/1) proporciono el compuesto 1 (329 mg, rendimiento de 90%) en forma de un sélido blanco.

[M-1]": 604.
Ejemplo 5

Preparacién del intermediario 4

Se afadié HCI concentrado (5 pl) a una solucién heterogénea de intermediario 2 (1 g, 1,38 mmoles) en H>O (10 ml)
y la mezcla de reaccion se agit6 vigorosamente durante 5 dias. Se afadié 1 ml de NHs; concentrado (pH>8) a la
solucion, seguido de extraccion con acetato de etilo (3x10 ml). La fase organica agrupada se lavé con solucion de
NaCl (10 ml, al 20%), se secé sobre sulfato sodico, se filtrd y se evapor6 bajo vacio, proporcionando el intermediario
4 (0,73 g, rendimiento de 90%) en forma de un sdlido blanco.

[M+1]": 565.
HPLC-MS: Zorbax SB-C18, 2,1x50 mm, columna de 3,5 mm; temperatura de la columna: 45°C; fase mévil A: acido
férmico al 0,1% en H2O, B: acido férmico al 0,1% en acetonitrilo; gradiente 0 min. 5% de B, 8 min. 95% de B; caudal:

1 ml/min.; volumen de inyeccion: 2 ul; concentracion de muestra: 0,5 a 1 mg/ml; detector del espectrometro de
masas dotado de una fuente de ionizacién por electropulverizacion, ionizacion positiva; tiempo de retencion: 3,01
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min., que corresponde a 3,22 para el compuesto 2; tiempo total de andlisis: 8 min. mas 2 min. de reequilibrado.
Ejemplo 6

Preparacién del compuesto 1 (22 ruta de sintesis)

Se prepar6 el compuesto 1 a partir del intermediario 4 (0,73 g, 0,97 mmoles) y anhidrido acético (91 ml,
0,97 mmoles) siguiendo el procedimiento descrito para la obtencion del intermediario 3. Tras 3 horas, se diluy6 la
mezcla de reaccion con metanol y se evaporé bajo vacio. El producto crudo sélido se disolvi6é en solucién acuosa de
acido citrico al 5% y se extrajo con acetato de etilo. Las fases organicas agrupadas se lavaron con soluciéon acuosa
de NaCl al 20%, se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron y se evaporaron bajo vacio, proporcionando el
compuesto 1 (0,56 g, rendimiento de 95%) en forma de un soélido blanco.

[M-17: 604.
Ejemplo 7

Preparacién del compuesto 2

Se preparoé el compuesto 2 a partir del intermediario 1 (322 mg, 0,438 mmoles) segun el procedimiento descrito para
obtener el compuesto 1. Tras neutralizar con NHs concentrado, se evaporé la solucién. Se disolvié el producto crudo
en HCI 1 N, se lavd con CHxCl» (3x10 ml) y se afiadié a la fase de Ko:COs acuoso hasta alcanzar un pH alcalino. La
extraccién con acetato de etilo proporcioné una fase organica, que se secé sobre sulfato sédico y se filtro,
proporcionando el compuesto 2 (225 mg, rendimiento de 89%) en forma de un sélido blanco.

[M+1]": 578.
Ejemplo 8

Preparacién del intermediario 5

Se afadié acido meta-cloroperbenzoico (1,35 g, 6,06 mmoles) por partes a una solucion del intermediario 1 (4,4 g,
6 mmoles) en cloroformo (250 ml) y la mezcla de reaccion se diluyé con solucién de bicarbonato sodico al 5% hasta
alcanzar un pH basico. Se separ6 la fase organica y se lavo la fase acuosa con CHxClz (3x50 ml). La solucién
organica agrupada se lavé con solucién de NaCl al 20%, se secd sobre sulfato sodico, se filtré y se evaporo,
proporcionando un soélido amarillo. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M, eluyente
CHxCl>/MeOH/NH3; 20/1/0,1), proporcionando cristales blancos de intermediario 5 (1,3 g, rendimiento de 70%).

[M+1]": 753.
Ejemplo 9

Preparacién del compuesto 3

Se prepard compuesto 3 a partir del intermediario 5 (2,07 g, 0,275 mmoles) siguiendo los procedimientos descritos
para el compuesto 1. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M, eluyente
CHxClo/MeOH/NH3 16/1/0,1) proporcioné el compuesto 3 (1,44 g, rendimiento de 88%) en forma de un sélido blanco.
[M+1]": 595.
Ejemplo 10

Preparacién del intermediario 6

Se anadié anhidrido acético (26 ml, 276 mmoles) gota a gota a una solucién de intermediario 5 (70 g, 95 mmoles) en
CHxClI> (0,5 I) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 dia. Aunque todavia se encontraba presente una cantidad
reducida de material de partida no reaccionado, la reaccidon se neutraliz6 mediante la adicion de soluciéon de
NaHCOs al 5% (1 litro) y se agité durante 10 minutos adicionales. La solucién se diluyé con CHxCl, (0,5 litros); se
separo la fase organica y se lavo con solucion de KoCOs al 10% (3x0,5 litros), solucion de acido citrico al 5% (3x0,5
litros) y solucion de NaCl al 20% (0,3 litros). La soluciéon se evaporo, proporcionando producto crudo soélido blanco
(50 g), que, aunque contenia 40% de material no reaccionado, se utilizé directamente para la etapa de sitnesis
siguiente.

[M-1]: 805.
HPLC-MS: Zorbax SB-C18, 2,1x50 mm, columna de 3,5 mm; temperatura de la columna: 45°C; fase mévil A: &cido
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férmico al 0,1% en H>O, B: acido férmico al 0,1% en acetonitrilo; gradiente 0 min. 5% de B, 8 min. 95% de B; caudal:
1 ml/min.; volumen de inyeccion: 2 ul; concentracion de muestra: 0,5 a 1 mg/ml; detector del espectrometro de
masas dotado de una fuente de ionizacion por electropulverizacion, ionizaciéon negativa; tiempo de retencion: 6,17
min., que corresponde a 3,22 para el compuesto 2; tiempo total de andlisis: 8 min. més 2 min. de reequilibrado.

Ejemplo 11

Preparacién del intermediario 3 (22 ruta de sintesis)

Se anadié KoCOs3 (34 g, 250 mmoles) a una solucién de intermediario 6 (50 g de mezcla cruda) en metanol (500 ml)
y agua (160 ml), y la mezcla se agité a 60°C durante 8 horas. Tras enfriar a 0°C en un bafio de hielo-agua, se afiadié
HCI (120 ml de una solucion 2 N) hasta pH 7. La solucién se evaporé bajo vacio para eliminar el metanol y se extrajo
con CHxCl> (4x0,5 litros). La fase organica agrupada se secd sobre sulfato sodico, se filtré y se evaporo,
proporcionando un producto crudo solido blanco (36 g). La purificacion mediante cromatografia flash (silice,
CHxClo/MeOH 25/1) proporcion6 el intermediario 3 (14 g, rendimiento global de 20% durante las Ultimas 2 etapas).

[M-1]": 763.
Ejemplo 12

Preparacién del intermediario 7

Se afiadieron secuencialmente tamices moleculares de 4 A (0,2 g), benzaldehido (0,060 ml, 0,56 mmoles), acido
acético (0,04 ml, 0,7 mmoles) y triacetoxiborohidruro de tetrametilamonio (306 g, 1,16 mmoles) a una solucién de
intermediario 2 (336 mg, 0,465 mmoles) en dicloroetano (15 ml). La mezcla de reaccion se agité durante 1 dia, se
filtr6 a través de una almohadilla de Celite, lavando simultaneamente con CHxClz (20 ml), y se diluy6 con solucién de
NaHCOs al 5% (10 ml) y solucién de NaCl al 20% (10 ml). La capa organica se separ6 y la fase acuosa se extrajo
con CHxCl, (3x20 ml). La fase organica agrupada se secé sobre sulfato sodico, se filtré y se evapor6 bajo vacio. La
purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 12 M, eluyente CH2Clo/MeOH/NHs; 30/1/0,1)
proporciond el intermediario 7 (250 mg, rendimiento de 67%).

[M+1]": 813.
Ejemplo 13

Preparacién del compuesto 4

Se prepard el compuesto 4 a partir de intermediario 2 (200 mg, 0,868 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para el compuesto 1. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 12 M, eluyente de
CHxCl>/MeOH/NH3 30/1/0,1) proporcioné el compuesto 4 (92 mg, rendimiento de 57%).

[M+1]": 654.

Ejemplo 14

Preparacién del intermediario 8

Una solucién de intermediario 2 (530 mg, 0,734 mmoles) en acrilonitrilo (10 ml) se sometié a reflujo durante 6 horas.
El exceso de acrilonitrilo se evapord bajo vacio, proporcionando el producto crudo del derivado N-metil-N-[2-
(ciano)etilo], que se disolvié en una soluciéon 1,5 M de NH3z en metanol (10 ml), se transfiri6 a un matraz de alta
presion y, tras anadir el catalizador de rodio (al 5% en Al>Os, 100 mg) y 3 ciclos de hidrogenacion, se agitdé durante 4
horas bajo una atmoésfera de hidrogeno de 50 psi. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice
12 M, eluyente de CH2Cl,/MeOH/NH3 90/10/1) proporcioné el intermediario 8 (310 mg, rendimiento de 55% tras las
dos etapas).

[M+1]": 780.
Ejemplo 15

Preparacién del intermediario 9

Se afadieron secuencialmente tamices moleculares de 3 A (1 g) y una solucién de 2-tiazol-carboxaldehido (45 mg,
0,4 mmoles) en etanol (1 ml) a una solucion de intermediario 8 (306 mg, 0,397 mmoles) en etanol absoluto (5 ml).
Tras 6 horas, la mezcla de reaccién se filtr6 a través de una almohadilla de silice lavando simultdneamente con
etanol (5 ml) y se transfiri6 a un matraz de alta presion, a la que se afadieron acido acético (0,5 ml) y Pd/C al 10%
(150 mg). Utilizando un aparato de Parr, se agit6 la solucién bajo una atmésfera de hidrégeno a 50 psi durante la
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noche. La filtracién a través de una almohadilla de Celite, la evaporacion bajo vacio y la purificacion mediante
cromatografia Biotage (cartucho de silice 12 M, eluyente de CH>Clo/MeOH/NH3 20/1/0,1) proporciond intermediario 9
(140 g, rendimiento de 41%) en forma de un sélido blanco.

[M+1]": 877.

Ejemplo 16

Preparacién del compuesto 5

Se preparé el compuesto 5 a partir del intermediario 9 (70 mg, 0,08 mmoles) siguiendo los procedimientos descritos
para el compuesto 1. La mezcla de reaccion se diluyé con agua destilada (20 ml), se evaporé el solvente y la fase
acuosa se lavo con CH2Cl» (3x10 ml), se afnadié amonio acuoso concentrado hasta pH>7, y la mezcla se extrajo con
CHxCl> (3x10 ml). La fase organica agrupada se secO sobre sulfato sédico, se filird6 y se evapord bajo vacio,
proporcionando el compuesto 5 (50 mg, rendimiento de 87%).

[M+1]": 719.
Ejemplo 17

Preparacién del intermediario 10

Se centrifugd una mezcla de N-ciclohexilcarbodiimida y N-metilpoliestireno (1,8 g, 1,69 mmoles/g) en CH2Cl» (40 ml)
durante 5 minutos, y se afadieron secuencialmente acido cloroacético (216 mg, 2,28 mmoles) e intermediario 2
(1,59, 2,078 mmoles) y la mezcla se centrifugd a 300 rom durante 40 horas. La solucion se filtr6 de la resina
lavando con metanol, y el filirado se evapord bajo vacio. La purificacién mediante cromatografia en Varian Mega
Bond Elut (cartucho de 10 g de silice/60 ml), eluyendo con CHxCl; y metanol (gradiente de 0% a 10%),
proporcionando el intermediario 10 (1,1 g, rendimiento de 66%) en forma de un soélido blanco.

[M+1]": 799.
Ejemplo 18

Preparacién de intermediario 11

Una solucion de intermediario 10 (500 mg, 0,626 mmoles), trietilamina (0,35 ml, 2,5 mmoles) vy
dimetilaminoetilenamina (0,082 ml, 0,75 mmoles) en THF (10 ml) se someti6 a reflujo durante 16 horas. La mezcla
de reaccion se vaporé y se purific6 mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40S, eluyente de
CHxCl2/MeOH/NH3 20/1/0,1), proporcionando el intermediario 11 (400 mg, rendimiento de 75%) en forma de un
sélido blanco.

[M+1]": 851.
Ejemplo 19

Preparacién del compuesto 6

Se preparé el compuesto 6 a partir del intermediario 11 (270 mg, 0,323 mmoles) segun los procedimientos descritos
para el compuesto 1. La purificacion mediante HPLC preparativa y la elucion a través de un cartucho C18
proporcionaron el compuesto 6 (100 mg, rendimiento de 45%).

[M+1]": 693.

Ejemplo 20

Preparacién del intermediario 12

Se preparo6 el intermediario 12 a partir del intermediario 2 (488 mg, 0,67 mmoles) y a partir de [2-(aliloxicarbonil-2-
tiazolilmetil-amino)etil](2-oxoetil)carbamato de alilo (248 mg, 0,67 mmoles) siguiendo los procedimientos descritos
para el intermediario 7. La purificacién mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M, eluyente de
CHxCl2/MeOH/NH3 20/1/0,1) proporcioné el intermediario 12 (390 mg, rendimiento de 55%) en forma de un aceite
marrén.

[M+1]": 1.074.
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Ejemplo 21

Preparacién del intermediario 13

Se afiadieron secuencialmente pirrolidina (0,083 ml, 1 mmol) y tetracis(trifenilfosfina)paladio (20 mg, 0,02 mmoles) a
una solucién de intermediario 12 (380 mg, 0,354 mmoles) en CHCI3 (5 ml) mantenida bajo una atmésfera de argoén.
La mezcla de reaccion se agité durante 2 horas, se neutraliz6 con agua (10 ml), se separd la fase organica y la fase
acuosa se extrajo con CHxCl> (2x10 ml). La fase organica agrupada se secé sobre sulfato sédico, se filtro y se
evaporé bajo vacio, proporcionando un aceite crudo. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de
silice 12 M, eluyente de CH>Clo/MeOH/NH3 15/1/0,1) proporciond el intermediario 13 (180 mg, rendimiento de 56%).

[M+1]": 906.
Ejemplo 22

Preparacién del compuesto 7

Se preparé el compuesto 7 a partir del intermediario 13 (128 mg, 0,141 mmoles) siguiendo el procedimiento descrito
para el compuesto 1. La mezcla de reaccion se diluyé con agua destilada (20 ml) y se elimin6 el metanol mediante
evaporacién bajo vacio, proporcionando una fase acuosa, que se lavé con CHxCl» (3x10 ml), se afadi6 amonio
acuoso concentrado hasta alcanzar un pH>7, y la mezcla se extrajo con CHxCl> (3x10 ml). La fase organica
agrupada se sec6 sobre sulfato sédico, se filtr6 y se evapord bajo vacio, proporcionando el compuesto 7 (50 mg,
rendimiento de 47%).

[M+1]": 748.
Ejemplo 23

Preparacién del intermediario 14

Se prepar6 el intermediario 14 a partir del intermediario 2 (500 mg, 0,693 mmoles) y a partir de [2-(aliloxicarbonil-
fenilmetilamino)etil](2-oxoetil)carbamato de alilo (256 mg, 0,7 mmoles) siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente para el intermediario 7. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M,
eluyente de CH>Clo/MeOH/NH3 40/1/0,1) proporcioné el intermediario 14 (600 mg, rendimiento de 82%) en forma de
aceite.

[M+1]":1.067.
Ejemplo 24

Preparacién del intermediario 15

Se preparé el intermediario 15 a partir del intermediario 14 (594 mg, 0,557 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para el intermediario 13. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40S, eluyente
de CHxCla/MeOH/NHs 30/1/0,1) proporcioné el intermediario 15 (310 mg, rendimiento de 62%) en forma de un sélido
blanco.

[M+1]": 899.

Ejemplo 25

Preparacién del compuesto 8

Se prepard el compuesto 8 a partir del intermediario 15 (250 mg, 0,278 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para el compuesto 1. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 12 M, eluyente de
CHxClo/MeOH/NH3; 30/1/0,1) proporcioné el compuesto 8 (110 mg, rendimiento de 54%) en forma de un soélido
blanco.

[M+1]": 741.

Ejemplo 26

Preparacién del intermediario 16

Se afnadié NaBH4 (160 mg, 4,2 mmoles) en partes a una solucion de 3'-desdimetilamino-3',4'-dehidroeritromicina A
(1,3 g, 1,9 mmoles) preparada tal como se describe en J. Am. Chem. Soc. 103(11):3213-3215, 1981, en THF (10 ml)
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y metanol (20 ml). La mezcla de reaccién se agitdé durante la noche a temperatura ambiente, se neutraliz6 mediante
la adicion de acido acético (1 ml) y, tras la agitacién durante 30 minutos adicionales, se afiadié NHs concentrado
hasta alcanzar un pH basico. Se eliminé el solvente mediante evaporacion bajo vacio, y la mezcla cruda se disolvié
en acetato de etilo (100 ml) y se lavo con una solucién de NaCl al 20% (3x100 ml). La fase organica se secé sobre
sulfato sodico, se filtrd y se evapor6 bajo vacio. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice
40 M, eluyente de CH2Cl,/MeOH 35/1) proporcioné el intermediario 16 (800 mg, rendimiento de 65%) en forma de un
sélido blanco.

[M+1]": 692.
Ejemplo 27

Preparacién del compuesto 9

Se prepard el compuesto 9 a partir del intermediario 16 (600 mg, 0,868 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para el compuesto 1. La purificacion mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M, eluyente de
CHxCl>/MeOH 37/1) proporcion6 el compuesto 9 (380 mg, rendimiento de 82%) en forma de un sélido blanco.
[M+1]": 534.

Ejemplo 28

Preparacién del compuesto 10

Se afnadié PtO2 (10 mg) en un crisol de alta presién a una solucién de compuesto 9 (300 mg, 0,56 mmoles) en etanol
absoluto. Tras una secuencia de 3 ciclos de hidrogenacion, la mezcla de reaccion se mantuvo bajo una atmoésfera de
hidrégeno a 45 psi. Tras 4 horas, la mezcla se filtr6 a través de una almohadilla de Celite y se evapor6 bajo vacio,
proporcionando el compuesto 10 (300 mg, rendimiento de 99,9%) en forma de un sélido blanco amorfo.

[M+1]": 536.
Ejemplo 29
Preparacién de 2-[2-[(2-tiazolilmetil)amino]etilamino]etanol

(Intermediario 21)

Se afadieron secuencialmente tamices moleculares 3 A (22,5 g) y una solucién de 2-tiazol-carboxaldehido (14,5 g,
128 mmoles) en etanol (90 ml) a una solucién de 2-(2-aminoetilamino)etanol (13,35 g, 128 mmoles) en etanol
anhidro. La mezcla de reaccion se agité durante 4 horas, se filtré a través de una almohadilla de Celite lavando
simultaneamente con etanol (100 ml) y se introdujo en un matraz de alta presion. Tras afadir acido acético (3 ml) y
Pd (al 10% sobre C, 2 g), la solucién se introdujo en un aparato de Parr y, tras varios ciclos de hidrogenacion, se
agitdé durante 2 dias bajo una atmoésfera de hidrégeno a 40 psi. La mezcla de reaccion se filtré a través de una
almohadilla de Celite, se evapor6 bajo vacio y se purific6 mediante cromatografia flash (silice, eluyente de
CHxClo/MeOH/NH3 80/20/10), proporcionando 2-[2-[(2-tiazolilmetil)amino]etilamino]etanol (15,4 g, rendimiento de
60%) en forma de un aceite marrén.

[M+1]": 202.
Ejemplo 30
Preparacién de [2-(aliloxicarbonil-2-tiazolilmetilamino)etil](2-hidroxietil)carbamato de alilo

(Intermediario 22)

Una solucioén, a 0°C, de formato de alilo (1,22 ml, 11,5 mmoles) en CH2Cl> (30 ml) se afadié gota a gota durante 30
minutos a una solucién de intermediario 21 (1,16 g, 5,76 mmoles y K-COs3 (1,14 g, 8,4 mmoles) en CHxCl> (30 ml) y
H>O (50 ml). Tras agitar a temperatura ambiente durante 16 horas y diluir con K2COg3 (50 ml de una solucién acuosa
al 10%), se separd la capa organica y se extrajo la fase acuosa con CHxCl> (2x40 ml). La fase organica agrupada se
lavo con acido citrico (50 ml de una solucion acuosa al 5%), se secé sobre sulfato sédico y se filir6, se elimino el
solvente mediante evaporacion y se purifico el residuo mediante cromatografia flash (silice, eluyente de
CHxCl2/MeOH 18/1), proporcionando el intermediario 22 (1,27 g, rendimiento de 60%) en forma de un aceite marrén.

[M+1]": 370.
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Ejemplo 31
Preparacién de 2-[aliloxicarbonil[2-(aliloxicarbonil-2-tiazolilmetilamino)etil]Jamino]metanosulfonato de etilo

(Intermediario 23)

Se afadié una solucién, a 0°C, de cloruro de mesilo (3,64 ml, 47 mmoles) en CHxCl, (10 ml) durante 15 minutos a
una solucion de intermediario 22 (12,96 g, 35 mmoles) y trietilamina (9,74 ml, 70 mmoles) en CHxCl, (130 ml). Tras 1
hora, el material de partida habia reaccionado y la mezcla de reaccion se diluyé con CHxCl> (50 ml) y se lavd con
50 ml de acido citrico al 5%, 50 ml de NaHCO3; al 5% y una soluciéon de NaCl al 20% (50 ml). La fase organica se
secd sobre sulfato sédico y se filtrd, y el solvente se elimind mediante evaporacion bajo vacio, proporcionando el
intermediario 23 (1,6 g, rendimiento cuantitativo) en forma de un aceite rojo, que se utilizé inmediatamente en la
reaccion siguiente.

[M+1]": 448.
Ejemplo 32

Preparacién del intermediario 38

Se prepar6 el intermediario 38 a partir de claritromicina (1 g, 1,33 mmoles) siguiendo los procedimientos descritos
para el intermediario 16. La purificacion mediante cromatografia flash (silice, eluyente de CH2Clo,/MeOH/NH3
90/10/1) proporciono el intermediario 38 (500 mg, rendimiento de 50%) en forma de un sélido blanco.

[M+1]": 751.

Ejemplo 33

Preparacién del compuesto 27

Se prepard el compuesto 27 a partir del intermediario 38 (202 mg, 0,27 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para el compuesto 1. La purificacion mediante HPLC preparativa (fase movil: agua/acetonitrilo de entre
95/5 y 60/40 durante 10 minutos) proporciond el compuesto 27 (55 mg, rendimiento de 36%) en forma de un sélido
blanco.

[M+1]": 592.

Ejemplo 34

Preparacién del compuesto 28

Se prepar6 el compuesto 28 a partir del compuesto 27 (26 mg, 0,034 mmoles) siguiendo los procedimientos
descritos para la preparacion del N-6xido de oxima de eritromicina A (solicitud de patente internacional WO
00/42055 a nombre de Zambon Group). La mezcla de reaccién se diluyd con agua y se elimind el solvente mediante
evaporacioén (tres veces, para eliminar el H.O, por completo), y se seco, proporcionando el compuesto 28 (26 g,
rendimiento de 95%) en forma de un solido blanco.

[M+1]": 6009.
Ejemplo 35

Preparacién del intermediario 39

Se mantuvo una suspensién de claritromicina (5 g, 6,7 mmoles) en metanol (150 ml) bajo un flujo suave de N2 bajo
agitacion mecanica. Se afadieron acetato sodico (0,66 g, 8 mmoles) y yodo (2,03 g, 8 mmoles) y la mezcla
resultante se expuso a la luz de una lampara de 400 vatios, procurando mantener la temperatura entre 10°C y 20°C
con un bano de hielo-agua. Tras 6 horas, se elimind el solvente mediante evaporacion bajo presion reducida, se
introdujo el producto crudo en acetato de etilo y metabisulfito sédico acuoso al 5%, se extrajo la fase acuosa y
después se basificd mediante la adicion de amonio acuoso, seguido de la extraccion con diclorometano. Tras secar
la fase organica sobre Na,SO4 anhidro, filtrar y eliminar el solvente mediante evaporacién, se obtuvo un producto
crudo (5,1 g), que se purificd mediante cromatografia Biotage (cartucho de silice 40 M, eluyente: CH>Clo/MeOH/NH3
100/3/0,3 y después 100/5/0,5), proporcionando el intermediario 39 (3,2 g, rendimiento de 65%).

[M+1]": 734,5.
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Ejemplo 36

Preparacién del intermediario 40

Se disolvid el intermediario 39 (2 g, 2,72 mmoles) en solucién N de HCI (50 ml, 50 mmoles) y se agité durante 2
horas a temperatura ambiente. Se basificé la solucion con NHs; concentrado y después se extrajo con acetato de
etilo (3x50 ml). La fase organica obtenida se sec6 sobre Na SO, anhidro y se filtrd, y el solvente se eliminé mediante
evaporacion, proporcionando el intermediario 40 (1,56 g, rendimiento de 90%).

[M+1]": 576,3.

Ejemplo 37

Preparacién del intermediario 41

Se anadidé gota a gota una solucién de anhidrido acético (0,168 ml, 1,78 mmoles) en dioxano (3 ml) a una solucion
de intermediario 40 (0,93 g, 1,62 mmoles) en dioxano (30 ml) y H>O (4 ml) y la mezcla resultante se agité durante 8
horas. La reaccion se tratd finalmente mediante la adicién de metanol y se eliminé el solvente mediante evaporacion
bajo presidn reducida. El producto crudo obtenido de esta manera se diluyé con HCI 2 N (50 ml) y se extrajo con
acetato de etilo (3x50 ml).

Ejemplo 38

Preparacién del intermediario 42

Se introdujo una solucion de piridin-metanol (0,5 g, 4,7 mmoles) en DMF (20 ml) en un matraz de fondo redondo de
dos cuellos convenientemente seco mantenido bajo una atmosfera de argdn, seguido de la adicion de hidruro sédico
(al 60%, 0,4 g, 10 mmoles). Se obtuvo una solucién heterogénea, que se agité durante 15 minutos. A continuacion,
se anadié una solucion de 2-(2-bromoetil)-1,3-dioxano (0,92 g, 4,7 mmoles) en DMF (3 ml) gota a gota y la mezcla
resultante se dejé reaccionar durante 16 horas a 60°C. Se diluyé el medio de reaccién con acetato de etilo (100 ml) y
se lavé con NaxCOs acuoso al 10% (3x50 ml). La fase organica se sec6d sobre Na,SO4 anhidro y se filtrd, y el
solvente se elimin6 mediante evaporacién, proporcionando un producto de reaccion crudo (1 g), que se purifico
mediante cromatografia (columna de silice Varian Mega Bond Elut; eluyente: entre 100% de CH2Cl, y CH2Clo/MeOH
25/1), proporcionando el intermediario 2 (650 mg, rendimiento de 31%) en forma de un liquido incoloro.

[M+1]": 633,4.
Rt=1,4 min.

RMN-"H (CDCl3): 8,59, 8,53, 8,01 y 7,25 (4m, 4H, Py); 4,70 (t, 1H, C-CH[-O]»); 4,52 (s, 2H, CH2Py), 4,09 (m, 2H, O-
CH»-C), 8,79 (m, 2H, C-CH»-C), 3,60 (m, 2H, CH. dioxano), 2,05, 1,92 y 1,3 (3m, 4H, dioxano).

Ejemplo 39

Preparacién del intermediario 43

Se afadio un exceso de acido trifluoroacético (2 ml) a la soluciéon de intermediario 42 (150 mg, 0,67 mmoles) en
CHCIs (4 ml), y la mezcla resultante se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 48 horas. Se diluy6 el medio
de reacciéon con CHxClz (50 ml) y se lavé con NaxCOs acuoso al 10% (3x20 ml). La fase organica se secd sobre
Na>SO4 anhidro y se filird, y el solvente se elimind mediante evaporacion. La purificacion mediante cromatografia
Biotage (columna de cartucho 12M, eluyente de CH2Clo/MeOH/NH3 30/1/0,1), proporcionando el intermediario 43 (45
mg, rendimiento de 40%), que se utiliz6 directamente para la reaccion siguiente.

[M+1]": 166,4.

Rt=2,5 min.

Los analisis de HPLC/MS se llevaron a cabo con un aparato Gilson dotado de una columna C18 Zorbax SBC18
(3,5 um, 2,1x50 mm) y utilizando como detector una red de diodos de UV (220 nm), un espectrémetro de masas
Finnigan Aga (electropulverizacion, ionizacién positiva o negativa) y un revelador ELSD. Condiciones:

Caudal: 1 ml/minuto

Temperatura de la columna: 40°C

Gradiente de elucién A/B (eluyente A: acido férmico al 0,5% en agua; eluyente B: acido férmico al 0,5% en
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acetonitrilo): t=0 min., A/B=95:5, t=8 min., A/B=5:95.
Ejemplo 40

Preparacién del compuesto 30

Se afadieron tamices moleculares (4 A, 100 mg), 4cido acético (16 pl, 0,267 mmoles) y después hidruro de terc-
butil-aluminio (120 mg, 0,445 mmoles) a una soluciéon de intermediarios 4 (100 mg, 0,178 mmoles) y 43 (30 mg,
0,178 mmoles) en dicloroetano (10 ml). Se dej6 que reaccionase la mezcla durante 48 horas a temperatura ambiente
y después se filtro a través de Celite y se diluy6 el filtrado con NaxCOs al 10% (20 ml) y se extrajo con CHxCl»
(3x20 ml). Los extractos organicos agrupados se secaron sobre Na>SO. anhidro, y el solvente se eliminé mediante
evaporacién bajo presion reducida. La purificacion mediante cromatografia Biotage (columna de cartucho 12 M,
eluyente de CH>Clo/MeOH/NH3 30/1/0,1) proporcion6 el compuesto 30 (50 mg, rendimiento de 39%).

[M-1]:714,5.
Ejemplo 43

Actividad farmacolégica in vivo

A) Dermatitis aguda por contacto

e Animales

Se utilizé un grupo de 5 a 6 ratones CD1 (18 a 24 g).
e Administracién de los compuestos

Todos los compuestos macrélidos se disolvieron en sistema transfase de administracién (TPDS), un vehiculo
formado de 10% de alcohol bencilico, 40% de acetona y 50% de isopropanol.

Se aplicaron 15 microlitros de los compuestos (500 ug), disueltos en TPDS, topicamente en la superficie interna de
un oido; 30 minutos después, se aplicaron 12 microlitros de una solucién de acetato de tetradecanoilforbol (TPA) a
una concentracion de 0,01% disuelto en acetona, en el mismo area.

Seis horas después, se sacrificaron los animales mediante inhalaciéon de CO..

e Evaluacion de los resultados

Se utilizaron dos métodos para evaluar el edema auricular:

a) Peso de una parte dada del pabellén auricular.

b) Medicién del grosor auricular utilizando calibradores de muelle de precision.

Se estimo el grado del edema restando el peso o el grosor del oido no tratado del del oido tratado contralateral. Para
determinar el grado de remision del edema, seguidamente se comparé la diferencia (peso o grosor) de los grupos
tratados con TPA+macrdlidos con los grupos tratados con TPA solo.

Se midié la actividad de los compuestos macrélidos mediante la utilizacion del método modificado de Zunic et al.
(1998): el MDL (lisil) GDP, un derivado dipéptido muramilo no téxico inhibe la produccién de citoquinas por parte de
los macro6fagos activados y protege a los ratones frente a la inflamacion inducida por éster de forbol y oxazolona (J.
Invest. Dermatol. 111(1):77-82).

Los datos referentes a la eritromicina y la azitromicina se refieren al tratamiento con una Unica dosis de 500 pg/oido.

Los resultados obtenidos para varios compuestos de férmula |, representativos de la clase completa, se
proporcionan en la tabla a continuacion:
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Compuesto Edema (% de inhibicion) Método para medir el edema
Eritromicina 42 a
Azitromicina 40 a
3 65,2 a
1 65,6 a
2 36,2 a
6 30,9 a
5 53,4 a
7 45,0 a
9 32,4 a
30 39,8 a

B) Inflamacién pulmonar inducida por LPS en ratas

e Administracion

Las ratas recibieron endotraquealmente, mediante la via peroral, una Unica dosis de 0,4 mg/kg de LPS (E. col,
serotipo 026:6). La instilacion traqueal se llevd a cabo bajo anestesia con halotano y, 20 horas después de la
administracién endotraqueal de LPS/solucidn salina, se sacrificaron los animales por medio de una sobredosis de
uretano.

e Lavado

Se lavaron los pulmones con 4 alicuotas de 5 ml cada una de solucién salina con 10 IU/ml de heparina. La
suspension celular se concentré mediante centrifugacién a baja velocidad y se suspendi6 el pellet celular.

¢ Recuento de las células y diferenciacion

Se llevo a cabo el recuento de células totales en un hemocitémetro

El recuento diferencial se llevé a cabo en preparaciones para citocentrifuga Cytospin tefiidas con May-Grunwald-
Giemsa (Tamaoki J., Tagaya E., Yamawaki |., Sakai N., Nagai A., Konno K., Effect of erythromycin on endotoxin-
induced microvascular leakage in the rat trachea and lungs, Am. J. Respir. Crit. Care Mend. 151:1582-8, 1995). Las
ratas recibieron los compuestos de ensayo oralmente en dosis de 100, 40 y 10 umoles/kg en forma de una Unica
dosis administrada oralmente una hora antes de la exposicion a LPS.

El valor EDsp es la dosis que induce una reduccion de 50% del recuento de neutréfilos en el liquido de lavado
bronquial.

Los datos referentes a la eritromicina se refieren a un tratamiento oral con una Unica dosis de 130 umoles/kg.

Los resultados obtenidos para varios compuestos de férmula | representativos de la clase completa se proporcionan
en la tabla a continuacién.

Compuesto EDso (umoles/kg)
Eritromicina No activo
1 7

Ejemplo 78

Actividad farmacoldgica in vitro

Actividad antibidtica

e Preparacién del ensayo

Todos los compuestos se disolvieron en DMSO en forma de una solucién concentrada 100X a una concentracién de
12,8 mg/ml. La solucién concentrada se diluy6 hasta 1:100 en el medio de incubacién hasta una concentracion final
de 128 pug/ml (concentracion final en DMSO del 1%). Para evaluar la MIC, se realizaron diluciones 1:2 sucesivas en
DMSO de la solucién concentrada 100X y se diluyeron hasta 1:100 en el medio de incubacion.

e Meétodo experimental
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La MIC (concentracion inhibidora minima) o la actividad antibiética de los compuestos se evalu6 a 128 pug/ml.

Se determinaron los valores de MIC en tierra liquida segtn el método descrito en "Manual of Clinical Microbiology, 72
edicion, 1999, American Society for Microbiology".

Las cepas bacterianas utilizadas fueron:

Streptococcus pneumoniae ATCC n® 49619
Staphylococcus aureus ATCC n® 29213 o ATCC n? 6538
Enterococcus faecalis ATCC n® 29212

Streptococcus pyogenes ATCC n® 19615

e Evaluacién de los datos

Los resultados se expresan como la MIC (ug/ml), evaluada como la concentracion mas baja de la sustancia de
ensayo que inhibe totalmente el crecimiento visible al ojo desnudo.

Los resultados obtenidos para varios compuestos de férmula | representativos de la clase completa se proporcionan
en la tabla a continuacién.

Compuestos MIC (ug/ml) MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)

S. aureus ATCC n2 29213 S. pneumoniae ATCC n2 49619 E. faecalis ATCC n® 29212
Eritromicina 0,25 0,12 1
27 >128 >128 >128
3 >128 >128 >128
1 >128 >128 >128
2 >128 >128 >128
c S. aureus ATCC n® 6538 S. pyogenes ATCC n® 19615 E. faecalis ATCC n® 29212

ompuestos 128 (ug/ml
pg/ml) 128 (ug/ml) 128 (ug/ml)

Eritromicina 0,25 mg/ml MIC) 0,12 mg/ml (MIC) 1 mg/ml (MIC)
3 no activo no activo no activo
1 no activo no activo no activo
2 no activo no activo no activo

Los datos proporcionados en la tabla demuestran claramente que los compuestos de formula | de la presente
invencion se encuentran sustancialmente libres de actividad antibiética.
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REIVINDICACIONES

RS

1. Compuesto de formula:

Q

(€))

en la que:

R es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

R+ es un atomo de hidrégeno, un grupo N,N-dialquilamino (C+-Cs), un grupo N,N-dialquilamino (C1-Cg)-N-éxido, un
grupo N-alquil (C+4-Cs)-N-bencilamino, un grupo N-acil (C1-Cas)-N-alquilamino (C1-Cgs), un grupo N-[N,N-dimetilamino-
alquilamino (C1-C4)]acetil-N-alquilamino (C+-Cs),

0 una cadena de férmula:
CH, N (CHe - X{CHIM-Y~{GHa)-A

|

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres
heteroatomos seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,

X es O, S, SO, SO2 y NRs, y Rs es un atomo de hidrogeno, un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, un grupo
alcoxicarbonilo C1-Cs 0 un grupo benciloxicarbonilo,

Y es un grupo Ce¢Hs, un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres heteroatomos
seleccionados de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, o es O, S, SO, SOz 0 NRs en el que Rs presenta los significados
proporcionados anteriormente,

r es un numero entero comprendido entre 1y 3,

m es un numero entero comprendido entre 1y 6,

n es un numero entero comprendido entre 0 y 2,

o R1 forma un enlace conjuntamente con Ry,

Rz es un atomo de hidrégeno o forma un enlace conjuntamente con Ry,

Rs es un grupo hidroxi,

R4 es un atomo de hidrégeno,

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, con la condicién, sin embargo, de que R1 no sea un grupo
dimetilamino en el caso de que Rz sea un atomo de hidrégeno.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Ry es un atomo de hidrégeno, un grupo N-alquil (C+-Cs)-N-

metilamino, un grupo N-alquil (C4-Cs)-N-metilamino-N-éxido, un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acil (C1-
C4)-N-metilamino, un grupo N-[N,N-dimetilamino-alquilamino (C1-Cs)acetil-N-metilamino o una cadena de férmula:
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CHa. .~ (CHIX{CHm-Y-(CH)n-A

|

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres
heteroatomos seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,

X es O 0 NRg, y Rs es un atomo de hidrégeno o un alquilo C1-Cs lineal o ramificado,

Y, en el caso de que n sea 0, es un grupo CesH4 0 un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre
uno y tres heteroatomos seleccionados de entre nitrdgeno, oxigeno y azufre, o, en el caso de que nno sea 0,es O o
NRs, y Rs €s un atomo de hidrégeno o un alquilo C1-Cs lineal o ramificado, r es un nimero entero entre 1y 3,

m es el nimero entero 1 6 2,

n es un numero entero comprendido entre 0 y 2,

o Ry forma un enlace conjuntamente con Ro.

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que Ry es un a&tomo de hidrégeno, un grupo N,N-dimetilamino-N-6xido,

un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acetil-N-metilamino, un grupo N-[N,N-dimetilamino-alquilamino (C-
C2)]acetil-N-metilamino o una cadena de formula:

Gy~ (CHIX(CHIm Y-(CHnA

l

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos seleccionado de entre pirrol,
tiofeno, furano, imidazol, oxazol, tiazol, piridina, pirimidina, triazol y tiadiazol,

X es O 0 NRg, y Rs es un atomo de hidrégeno,

Y es, en el caso de que n sea 0, un grupo CgH4 0 un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos seleccionado de
entre pirrol, tiofeno, furano, imidazol, oxazol, tiazol, piridina, pirimidina, triazol y tiadiazol, o, en el caso de que n sea
1, NRe y Res son un atomo de hidrégeno,

r es un namero entero comprendido entre 1y 3,

m es el nimero entero 1 6 2,

n es el nimero entero0 6 1,

o Ry forma un enlace conjuntamente con Ro.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R1 es un atomo de hidrégeno, un grupo N,N-dimetilamino-N-éxido,

un grupo N-bencil-N-metilamino, un grupo N-acetil-N-metilamino, un grupo N-[N,N-dimetilaminoetilamino]acetil-N-
metilamino o una cadena de formula:

Gy, (CHIX(CHImY-(CHnA

l

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo seleccionado de entre tiofeno, furano, tiazol, piridina y
triazol,
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X es NRg y Rs es un atomo de hidrégeno,

Y es, en el caso de que n sea 0, un grupo CgH4 0 un anillo heteroarilo seleccionado de entre tiofeno, furano, tiazol,
piridina y triazol,

0, en el caso de que n sea 1, NRg y Rs son un atomo de hidrégeno,
o Ry forma un enlace conjuntamente con Ro.

5. Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el grupo L-cladinosa
en posicién 3 se elimina de los compuestos de eritromicina A de féormula:

n §
v §

(o)

trgy,
e “on

Ve

OCH;

en la que R, R1, Rz, R3 y R4 son tal como se definen en la reivindicaciéon 1, mediante una reaccion de hidrélisis.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que la eliminacién de la cladinosa se lleva a cabo mediante una
reaccion de hidrdlisis acida catalizada en presencia de un acido mineral y un solvente organico prético.

7. Compuesto de formula:

B F
2 3

(o)

en la que:

R es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

R+ es un atomo de hidrégeno, un grupo N,N-dialquilamino (C+-Cs), un grupo N,N-dialquilamino (C1-Cz)-N-éxido, un
grupo N-alquil (C4-Cs)-N-bencilamino, un grupo N-acil (C1-Cas)-N-alquilamino (C1-Cgs), un grupo N-[N,N-dimetilamino-
alquilamino (C1-C4)]acetil-N-alquilamino (C+-Cs),

0 una cadena de férmula:
CHa\N /(CH;g)r—X{CHz)m-Y{CHz)n—A

I

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres
heteroatomos seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2364 647 T3

X es O, S, SO, SO2 y NRs, y Rs es un atomo de hidrogeno, un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, un grupo
alcoxicarbonilo C4-C3 0 un grupo benciloxicarbonilo,

Y es un grupo Ce¢Hs, un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres heteroatomos
seleccionados de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, o es O, S, SO, SOz o NRe, en el que Rs presenta los
significados proporcionados anteriormente,

r es un namero entero comprendido entre 1y 3,

m es un numero entero comprendido entre 1y 6,

n es un numero entero comprendido entre 0 y 2,

o R1 forma un enlace conjuntamente con Ry,

Rz es un a&tomo de hidrégeno o forma un enlace conjuntamente con Ry,

Rs es un grupo hidroxi,

R4 es un atomo de hidrégeno,

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

con la condicion, sin embargo, de que R1 no sea un grupo N,N-dimetilamino, o un grupo N,N-dimetilamino-N-6xido
en el que R es un atomo de hidrégeno.

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrégeno y Ry forma un enlace conjuntamente
con Ra.

9. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrégeno y Ri es un grupo N-bencil-N-
metilamino.

10. Compuesto segun la reivindicacién 7, en el que R es un atomo de hidrogeno y Ry es un grupo N-acetil-N-
metilamino.

11. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrogeno y Ry es un grupo N-[N,N-
dimetilaminoetilamino]acetil-N-metilamino.

12.Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrégeno y Ry es un grupo N-metil-N-3-[(2-
tiazolilmetil)amino]propilamino.

13. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrogeno y Ry es un grupo N-2-[2-[(2-
tiazolilmetil)amino]etilamino]etil-N-metilamino.

14. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que R es un atomo de hidrogeno y Ry es un grupo N-2-[2-
(bencilamino)etilamino]etil-N-metilamino.

15. Compuesto segun la reivindicacion 7, que es de(N-metil)-9-dihidroeritromicina A.
16. Compuesto segun la reivindicacion 7, que es de(N-metil)-descladinosil-9-dihidro-eritromicina A.

17. Composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula:

v
gl

HCttzy, - a1 Q
Ho.

n

en la que:
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R es un &tomo de hidrégeno o un grupo metilo,

R+ es un atomo de hidrégeno, un grupo N,N-dialquilamino (C+-C3), un grupo N,N-dialquilamino (C1-Cs)-N-6xido, un
grupo N-alquil (C4-C3)-N-bencilamino, un grupo N-acil (C1-Cs)-N-alquilamino (C1-Cs), un grupo N-[N,N-dimetilamino-
alquilamino (C1-C4)]acetil-N-alquilamino (C+-Cs),

0 una cadena de férmula:

CH;,\N /(Ci-fz)r-X{CH;)m-Y-‘(CHﬁn-A

I

en la que:

A es un atomo de hidrégeno, un fenilo o un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres
heteroatomos seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,

X es O, S, SO, SO2 y NRs, y Rs es un atomo de hidrogeno, un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, un grupo
alcoxicarbonilo C1-Cs o un grupo benciloxicarbonilo,

Y es un grupo Ce¢Hs, un anillo heteroarilo de cinco o seis elementos que presenta entre uno y tres heteroatomos
seleccionados de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, o es O, S, SO, SOz 0 NRs en el que Rs presenta los significados
proporcionados anteriormente,

r es un numero entero comprendido entre 1y 3,

m es un namero entero comprendido entre 1y 6,

n es un numero entero comprendido entre 0 y 2,

o Ry forma un enlace conjuntamente con Ra,

Rz es un atomo de hidrégeno o forma un enlace conjuntamente con Ry,

Rs es un grupo hidroxi,

R4 es un atomo de hidrégeno,

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 17 para la utilizacién en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias.

19. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 17 para la utilizacion en el tratamiento de enfermedades
respiratorias.

20. Utilizacion de un compuesto de formula () tal como se muestra en la reivindicaciéon 1, en la que R+ es un grupo
dimetilamino, R> es H, y R, Rs y Rs presentan los significados indicados en la reivindicacion 1, y las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos para la preparacion de un medicamento como farmaco
antiinflamatorio.
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