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DESCRIPCION
Derivados de acido 4- o 5-aminosalicilico

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a compuestos Utiles en el tratamiento de una enfermedad intestinal tal como
enteritis (IBD, del inglés, Inflammatory Bowel Disease) o sindrome del intestino irritable (IBS, del inglés Irritable
Bowel Syndrome) y en la quimioprevencion del cancer de colon. En particular, se han desarrollado derivados de
acido 4- o 5-aminosalicilico que tienen un resto de liberacién de acido sulfhidrico unido por medio de un enlace azo,
éster, anhidrido, tioéster o amida a una molécula de &cido 5- 0 4-aminosalicilico.

Antecedentes de la invencién

Enteritis (IBD) es el nombre general para enfermedades que causan con inflamacién del intestino delgado y del
colon (colitis). La colitis ulcerosa es la enteritis mas comin y afecta a varias partes del tracto gastrointestinal (Gl), en
particular al tracto Gl inferior, y mas particularmente al colon y/o recto. Una segunda IBD es la enfermedad de
Crohn, que predomina en el intestino delgado (ileo) y en el intestino grueso (colon).

La colitis ulcerosa puede ser dificil de diagnosticar ya que sus sintomas son similares a los de otros trastornos
intestinales y a los de la enfermedad de Crohn. La enfermedad de Crohn se diferencia de la colitis ulcerosa porque
causa una inflamacién mas intensa de la pared intestinal. Normalmente, la enfermedad de Crohn tiene lugar en el
intestino delgado, aunque puede ocurrir también en la boca, eséfago, estdémago, duodeno, intestino grueso,
apéndice y ano.

La colitis ulcerosa puede aparecer en personas de cualquier edad, pero de la manera mas frecuente comienza en
edades entre 15y 30, o menos frecuentemente en edades entre 50 y 70. En ocasiones, los nifios y los adolescentes
desarrollan esta enfermedad. La colitis ulcerosa afecta a hombres y mujeres por igual y parece que afecta a algunas
familias.

También es importante considerar que aproximadamente 5 % de la gente con colitis ulcerosa desarrolla cancer de
colon. El riesgo de contraer cancer de colon aumenta con la duracion y el alcance de la afeccién al colon. Por
ejemplo, si Unicamente se ven afectados el colon inferior y el recto, el riesgo de cancer no es mayor que el normal.
Sin embargo, si se ve afectado todo el colon, el riesgo de cancer puede ser hasta 32 veces mayor que el riesgo
normal. De este modo, es posible que farmacos utiles en el tratamiento de IBD puedan resultar utiles en la
prevencion del cancer de colon.

Probablemente la patogénesis de IBD implica interacciones multi-factoriales entre factores genéticos, factores
inmunolégicos y cuestiones de tipo ambiental. Evidencias recientes sugieren que la activacion patoldgica del sistema
inmune mucosal como respuesta a los antigenos es un factor clave en la patogénesis de IBD.

La presencia del antigeno en el proceso inflamatorio se sigue estrechamente por medio de la generacion de
citocinas, moléculas de péptido de glucoproteinas de pequefio tamafio, que proporcionan sefiales para la
comunicacion entre las diferentes poblaciones celulares que determinan la direccién de la posterior respuesta
inflamatoria e inmunoldgica. Las citocinas pro-inflamatorias incluyen interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8 y el factor-alfa de
necrosis tumoral (TNF-a). Los macréfagos son la principal fuente de citocinas, siendo las células epiteliales capaces
de producir un nimero de estos factores de péptido.

Los linfocitos cooperadores (Th) son una fuente importante de citocinas. Los linfocitos Thl, que se asocian con una
respuesta inmunolégica con mediacion celular, producen IL-2, interferon gamma (IFN-y) y TNF-a. Un factor de
transcripcion clave implicado en la regulacién de la inflamacién, NFkB, que se encuentra implicado de manera
especifica en la patogénesis de IBD, regula la cantidad de citocinas producida por los linfocitos Thl (véase Naturah
et al., (1996) Nature Med. 2: 998-1004). Los linfocitos Th2 mejoran la sintesis de anticuerpos por parte de los
linfocitos B y producen IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10.

Se piensa también que las quimiocinas contribuyen en la patogénesis de colitis. Las quimiocinas son proteinas pro-
inflamatorias que participan en las respuestas inmunolégica e inflamatoria por medio de quimioatraccién y activacion
de los leucocitos. Por ejemplo, RANTES es una quimiocina C-C que favorece la seleccion y activacion de las células
inflamatorias tales como monocitos, linfocitos, mastocitos y eosindéfilos. Recientemente, se han observado niveles
elevados de RANTES durante la fase crénica de colitis (véase Ajuebor et al. (2001), J. Immunol. 166: 552.558).

El tratamiento de la colitis ulcerosa depende de la gravedad de la enfermedad. La mayoria de la gente es tratada
con medicacioén. En los casos graves, puede ser necesaria la cirugia para eliminar el colon enfermo del paciente.

El sindrome del intestino irritable (IBS) es un trastorno comun y poco comprendido que provoca una variedad de
sintomas intestinales incluyendo dolor abdominal, diarrea y/o estrefiimiento, hinchazén, aerofagia y célico. Mientras
gue estos sintomas pueden estar provocados por una serie de distintas enfermedades intestinales distintas,
normalmente IBS se diagnostica Unicamente tras la exclusion de un problema mas grave. Existe una creciente
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evidencia que sugiere el papel de la inflamacién en la patogénesis de IBS.

El objetivo de la terapia es inducir y mantener la remision, y mejorar la calidad de vida de la gente con IBD/IBS.
Existen varios tipos de farmacos disponibles.

Los aminosalicilatos, que son farmacos que contienen acido 5-aminosalicilico (5-ASA; mesalina) o acido 4-
aminosalicilico (4-ASA), contribuyen a combatir la inflamacién. No obstante, tanto la mesalamina como 4-ASA se
puede absorber a medida que pasan a través del tracto Gl y pueden afectar de manera negativa a la cantidad de
mesalamina que alcanza el tracto Gl inferior, particularmente el colon y el recto. De este modo, se han introducido
varias formulaciones de mesalamina en un intento de proteger la mesalamina a medida que pasa a través del
intestino y del tracto Gl superior.

Ademas, se han introducido varios farmacos de mesalamina que pueden contribuir al suministro de mesalamina de
forma especifica en el colon. De manera general, estos pro-farmacos son absorbidos de manera sencilla en el
intestino y en el tracto Gl superior y de este modo pueden alcanzar el colon de manera mas facil.

La sulfasalazina es una combinacién de sulfapiridina y el 5-ASA y se emplea para inducir y mantener la remision. La
sulfasalazina se metaboliza en el cuerpo para formar 5-ASA y sulfapiridina. EI componente de sulfapiridina
transporta el antiinflamatorio 5-ASA al intestino.

No obstante, la sulfapiridina puede conducir a efectos secundarios, tales como nauseas, vomitos, acidez gastrica,
diarrea y dolor de cabeza. Con frecuencia, estos efectos secundarios adversos se atribuyen a la actividad de
sulfapiridina en el tracto Gl, asi como también a la que se absorbe en el sistema.

En pacientes que no pueden ser tratados con sulfasalazina, se pueden usar otros agentes 5-ASA tales como
olsalazina, ipsalazida y balsalazida, que presentan cada uno de ellos un vehiculo diferente y ofrecen menores
efectos secundarios. A diferencia de la sulfosalazina, la ruptura de estos compuestos de 5-ASA en el tracto intestinal
puede que no de lugar a productos metabolicos no deseados.

En general, los compuestos 5-ASA se proporcionan por via oral, por medio de enema, o en forma de supositorio,
dependiendo de la localizacién de la inflamacién en el colon. La mayoria de la gente con colitis ulcerosa suave o
moderada es tratada en primer lugar con este grupo de farmacos.

No obstante, en general, esta terapia no puede considerarse 6ptima, principalmente debido a la escasa potencia del
farmaco que provoca también un escaso cumplimiento terapéutico en el paciente.

Otros farmacos que se usan son corticoesteroides tales como prednisona, hidrocortisona, budesonida etc. e
inmunomoduladores tales como azotioprina y 6-mercaptopurina (6-MP). Estos farmacos pueden causan efectos
secundarios tales como hipertension, mayor riesgo de infecciones, etc.

La sulfasalazina, olsalazida y balsalazida son derivados de mesalamina en los que el vehiculo que no contiene
mesalamina se encuentra unido a la mesalamina por medio de un enlace diazo. Estos pro-farmacos no se absorben
de manera sencilla en el intestino y tracto Gl superior y de este modo pueden alcanzar el colon, donde son divididos
por las azo-reductasas de la microflora del colon para liberar la mesalamina y el excipiente de forma directa en el
colon.

Otros derivados de mesalamina comprenden un vehiculo unido a mesalamina por medio de grupos funcionales
carboxilicos o de hidroxilo de la molécula. Entre estos, se ha documentado la preparacién de ésteres o amidas con
amino acidos tales como L-serina y L-glicina o la adicion de otro compuesto biolégico tal como taurina. Estos pro-
farmacos basan su actividad en la accidon de carboxipeptidasas y aminopeptidasas A para la liberacion de
mesalamina. (R. Pellicciari et al., (1993) Journal of Medicinal Chemistry, 36, pg. 4201-7).

La mayoria de los restos de vehiculo de la técnica anterior unidos a mesalamina son inertes. De este modo, resulta
deseable unir restos de vehiculo bien a 5-ASA o a 4-ASA, que también son biolégicamente activos y Utiles en el
tratamiento de IBD/IBS.

El documento NL 6 400 267 A describe (2,4-dimetoxifenil)[5-(4-metoxifenil)-3-tioxo-3H-1,2-ditiol-4-il]-metanona (CAS
RN 803-60-1) para su uso como agente fungicida, bactericida, diurético, antitoxico, colerético, estimulador de bilis,
antioxidante e insecticida.

Carceller et al. Novel Azo Derivatives as Prodrugs of 5-aminoaslicylic Acid and Amino Derivatives with Potent Platelet
Activating Factor Antagonist Activity, Journal of Medicinal Chemistry, vol. 44, n°. 18, 2001, paginas 3001-3013,
describe la sintesis de una serie de compuestos azo capaces de suministrar acido 5-aminosalicilico (5-ASA) y un
potente factor activador de plaquetas (PAF) antagonista de manera especifica en el colon con el fin de tratar la colitis
ulcerosa.

Sumario de la invencion

En general, el resto que libera acido sulfhidrico (H2S) que es capaz de liberar H,S en tejidos se une por medio de
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una enlace azo, éster, anhidrido, tioéster o0 amida a una molécula de acido 4- o 5-aminosalicilico (4- o 5-ASA) para
formar un derivado de 4- o 5-ASA de la presente invencién. Mediante unién covalente del resto que libera H,Sy 4- 6
5-ASA, los derivados de la presente invenciéon pueden actuar como pro-farmacos que generalmente se absorben
menos en el intestino y tracto Gl superior y de este modo pueden alcanzar mas facilmente el colon.

Las propiedades anti-inflamatorias de 4- y 5-ASA y su uso para el tratamiento de la colitis ulcerosa se encuentran
bien documentadas. 4- 6 5-ASA reduce la enteritis, diarrea (frecuencia de deyeccién), el sangrado rectal y el dolor
de estdbmago. Recientemente también se comprobado que H2S puede funcionar como neuromodulador y que ejerce
acciones anti-inflamatorias. Ademas, se ha comprobado que H>S modula la nocicepcion de la distension colorectal
(véase Distrutti et al., (2005) Evidence That Hydrogen Sulfide Exerts Antinociceptive Effects in the Gastrotintestinal
Tract by Activating KATP Channels, J. Pharm. And Exp. Ther. 316: 325-335). Finalmente, se ha comprobado que
H>S es un espasmolitico de los tejidos intestinales (véase Teague, B. et al., (2002) The Smooth Muscle Relaxant
effect of Hydrogen Sulfide in Vitro: Evidence for a Physiological Role to Control Intestinal Contractility. Br. J.
Pharmacol. 137: 139-145).

De manera sorprendente, la unién covalente del resto que libera H,S a 4- o 5-ASA mejora la capacidad de liberacion
de H,S del resto de H,S en comparacion con el resto de H,S solo. Esto sugiere que se puede liberar H,S por un lado
mientras el resto liberador de H,S se encuentra unido a 4- 0 5-ASA y por otro, después de que el resto liberador de
H.S se haya separado de 4- 0 5-ASA mediante hidrélisis o escision por parte de varios de los enzimas presentes en
el tracto Gl para liberar dos principios activos, concretamente, acido 4- o 5-aminosalicilico y el resto liberador de H,S
para accién posterior.

Los derivados de la presente invencién son superiores a 4- o 5-ASA solo, el resto liberador de H,S solo y una
mezcla de 4- o 5-ASA y resto liberador de H2S a la hora de reducir la inflamacion, diarrea y hemorragia fecal
inadvertida en sujetos que padecen colitis, asi como para reducir el dolor visceral asociado a la distension colorectal.
Ademas, los derivados de la presente invencién también reducen los niveles de mARN de ciclooxigenasa (COX)-1,
COX-2, que constituyen la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS), enzimas que se piensa se
encuentran involucradas en la inflamacion.

De este modo, en un aspecto de la invencion, los derivados de la presente invencion son Utiles para tratar una
afeccion inflamatoria del tracto gastrointestinal (Gl), tal como enteritis (IBD) y sindrome del intestino irritable (IBS).
Sin pretender vincularse a teoria alguna, se piensa que el acido sulfhidrico liberado por el resto liberador de acido
sulfhidrico ejerce efectos anti-inflamatorios por medio de la inhibicién de NFkB, el factor de transcripcién que regula
la expresién de varios genes pro-inflamatorios. Ademas, se piensa que los efectos antinociceptores de H,S pueden
incluir canales ATP-sensibles K+ (Katp).

En otro aspecto de la invencién, los derivados 4- o 5-ASA de la presente invencion son eficaces para hacer disminuir
la viabilidad de células cancerigenas de colon humano HT-29 y de este modo son Utiles en la prevencion y/o
tratamiento del cancer de colon.

Los compuestos de la invencion presentan la siguiente formula general:
ALR ()

en la que:

Aes

COOH

OH

en la que —N= se encuentra bien en posicién 4 6 5,
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en la que —NH> se encuentra bien en posicion 4 6 5, o
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en la que —NH- se encuentra bien en posicion 4 6 5;

L es O, O-C=0, S, N o un enlace covalente para formar una unién de tipo éster, anhidrido, tioéster, amida o azo; y

R es un resto liberador de acido sulfhidrico que se escoge entre el grupo constituido por:
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Todos los restos anteriores liberan H2S en los tejidos bioldgicos: no obstante, la mayoria de los restos que liberan
H,S lo hacen por medio de un mecanismo diferente al de N-acetilcisteina. Se sabe bien que la N-acetilcisteina se
convierte en cisteina en varios tejidos, y que el metabolismo in vivo de cisteina produce H,S. El H,S se produce
principalmente por medio de dos tipos de enzimas dependientes de 5'-fosfato de piridoxal responsables del
metabolismo de L-cisteina, concretamente, cistationa-y-liasa y cistationa-B-sintasa (véase Fujii et al. (2005)
Hydrogen Sulfide as an Endogenous Modulator of Biliary Bicarbonate Excretion in the Rat Liver. Antioxid. Redox
Signal. 7: 788-794.

Las sales farmacéuticas aceptables tales como por ejemplo sales con metales alcalinos y metales alcalino térreos,
aminas no téxicas y amino acidos también son parte de la presente invencion. Sales preferidas son las sales con
arginina y agmatina. También se incluyen sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica de los compuestos de la presente
invencioén, y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, en particular uno para su uso en el tratamiento
de una afeccion inflamatoria del tracto Gl.

De acuerdo con otras realizaciones de la presente invencién, los procedimientos para tratar la afeccién inflamatoria
del tracto GI, tales como enteritis (IBD) y sindrome del intestino irritable (IBS), en un sujeto que precisa dicho
tratamiento, incluyen administrar al sujeto una cantidad eficaz de derivados de 4- o 5-ASA y sus sales. Ademas, se
proporcionan procedimientos para el tratamiento o la prevencion del cancer de colon en un sujeto que lo necesita,
gque comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de derivados de 4- 0 5-ASA y de sus sales.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona el uso de derivados de 4- 0 5-ASA y sus sales de la presente
invencién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccién inflamatoria del tracto GI. La
presente invencion también proporciona el uso de derivados de 4- o 5-ASA y sus sales para el tratamiento de una
afeccion inflamatoria del tracto Gl.
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Compuestos preferidos son los de las formulas siguientes:

oy XN “
p

HOOC

Acido 2-hidroxi-4- o 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenilazo]-benzoico (1),

HO

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico (ll1),

o
S~—s HO 7
s !/NHz
= o X
O/KO

Acido 4- 6 5-amino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarboniloxi]-benzoico (IV),

S \ OH

|
a1 _
T
o o

Acido 2-hidroxi-4 6 5[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonilamino]-benzoico (V),
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Acido 4- 6 5-{[(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metil]-azo}-2-hidroxi-benzoico (VI),

O OH
O,
NH ~
=
s N,

HO 0]

(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (VII),

NH
O ~
Y\O I /\
NH )\
HS (o} O /
o) H HO O

0]
5
Acido 4- 6 5-amino-2-[(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metoxicarboniloxi]-benzoico (VIII),
COOH
HO /
l 0
\ O COOH
\N O—CHZ || |
N C——NH—CH ~
10

10
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Acido 4- 6 5- [(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metoxicarboniamino]-2-hidroxibenzoico (1X),

OH SH
O
H2N/\ / ! I ;

Anhidrido de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico con N-acetilcisteina (X),

COOH

HO

SH ,
O
2
/\ /‘_k

N
N

H H CH,

i

O

5 Acido 4- 6 5-(2-acetilamino-3-mercapto-propionilamino)-2-hidroxi-benzoico (XI),

O

COOH HN)J\ CHs
)]
H2N/

Acido 2-(2-acetilamino-3-mercapto-propioniloxi)-4 6 5-amino-benzoico (XII),

10

11
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How \©\\\/ \@_

HOOC

Acido 2-hidroxi-4 6 5-({4-[4-(4-metoxi-feni|)-2,4-diti0x0-2)\5, 4)\5-[1,2,3,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoximetiI}-azo)-benzoico

Xy,
OYO\/O i
l | s < >
0 / g OCH;
AN //P\S/

F

HoN
1

COOH

5 Acido 4 6 5-amin0-2-{4-[4-(4-metoxi-fenil)-2,4-ditiox0-2)\5, 4)\5-[1,2,3,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoximetoxicarboniloxi}-
benzoico (XIV),

\/ ~— \\/ N\ ocH,
-~ 5T O \\{ )

HOOC

Acido 2-hidroxi-4- 0 5-{4-[4-(4-metoxi-fenil)-2,4-diti0x0-2)\5, 4)\5-[13,2,4]ditia-difosfetan-Z-iI]—
10 fenoximetoxicarbonilamino}-benzoico (XV),

\\/ \ OCH
\\ 3

4-[4-(4-metoxi-fenil)-2,4-ditioxo-2A°, 4A\>-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-il]-fenoximetil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi
benzoico (XVI),

15

12
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| \\

HoN 1 /

OH

4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-fenil éster de &acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi
benzoico (XVII),

\\

5 Acido 4- 6 5-amino-2-{4-[4-(4-hidroxi-feni|)-2,4-ditioxo-2)\5,4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-iI]-fenoxicarbonioni}-benzoico
(XV11),

Acido 2-hidroxi-4- 6 5-{4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-ditioxo-2)\5,4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoxicarbonilamino}-
benzoico (XIX),

HoN

COOH

OH

HoN

10 HO o

Acido 4- 6 5-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilazo)-2-hidroxi-benzoico (XX),

15
13
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OH OH

/N

— o) NH,

HN

HoN

Acido 2-(4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoilamino)-4-tiocarbamoil-butirico (XXI),

H,N

5 Acido 4- 6 5-amino-2-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilcarbamoiloxi)-benzoico (XXII),

0
HN N
= > T OH
HO N | O
o) OH
HoN S

Acido 2-hidroxi-4- 6 5-[3-(1-hidroximetil-3-tiocarbamoil-propil)-ureido]-benzoico (XXIII),
10

14
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N

Ha
NH, \ /
S
0] OH
H5N O O

Acido 4- 0 5-amino-2-(2-amino-4-tiocarbamoil-butiriloxi)-benzoico (XXIV),

HO
H,N
@) —
S
/,
\
HO
o NH,

Acido 4- 0 5-(2-amino-4-tiocarbamoil-butirilamino)-2-hidroxi-benzoico (XXV),

OH
s
— O 0
\ / NH,
HZN/\ 0
NH,

Anhidrido de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico con acido 2-amino-4-tiocarbamoil-butirico (XXVI1),

10
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HO

A~

4- 6 5-amino-2-hidroxibenzoato de 4-tiocarbamoilfenilo (XXVII),

%Q ‘>_O\

Acido 4- 6 5-amino-2-(4-tiocarbamoil-fenoxicarboniloxi)-benzoico (XXVIII),

S OH o)
O)l\”/ Z

Acido 2-hidroxi-4- 6 5-(4-tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-benzoico (XXIX),

0 OH
HoN
\H/\o)l\é
S -
/\NH2

Tiocarbamoilmetil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (XXX),

16
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COOH 0 S

0]
§ O—LI/ \CHz—L'—NHg
L
HoN

Acido 4- 6 5-amino-2-tiocarbamoilmetoxicarboniloxi-benzoico (XXXI),

HO

X

¢ |- :
N / \CH2_||

c C_NH2

Acido 2-hidroxi-4- 6 5-tiocarbamoilmetoxicarbonilamino-benzoico (XXXII),

HoN N //o
c 0
N/ \_ I~
O0—S8—0
OH ﬂ
5
Anhidrido de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico con mono-(2-mercapto-etil)éster de acido sulfdrico (XXXIII), y
COOH
(l)l
\ / © i O\/\
A SH
HoN \\_/ ”
2 0
Acido 4- 0 5-amino-2-(2-mercapto-etoxisulfoniloxi)-benzoico (XXXIV).
Los compuestos mas preferidos son los siguientes:
10
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OH

N,H

2

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 5-amino-2-hidroxi-benzoico (XXXV);

HO
O —
HaN /
Yl N
S
4- 0 5-amino-2-hidroxibenzoato de 4-tiocarbamoilfenilo (XXVII); y

OH SH
(@)
HZN/\ / I I "

Anhidrido de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico con N-acetilcisteina (X).

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra la Puntuacién de Actividad de Enfermedad de ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras
el tratamiento con dosificaciones crecientes de mesalamina y del Compuesto XXXV de la presente invencion.

La Figura 2 muestra la actividad de mieloperoxidasa (MPO) en ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con dosificaciones crecientes de mesalamina y del Compuesto XXXV de la presente invencion.

La Figura 3 muestra la Puntuacion de Actividad de Enfermedad de ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras
el tratamiento con el Compuesto XXXV, mesalamina sola, 5-p-hidroxifenil-1,2-ditiona-3-tiona (ADT-OH) sola y una
mezcla de mesalamina y ADT-OH.

La Figura 4 muestra la actividad de mieloperoxidasa (MPO) en ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con el Compuesto XXXV, mesalamina sola, ADT-OH sola y una mezcla de mesalamina y ADT-OH.

La Figura 5 muestra la Puntuacion de Evaluacion de la Enfermedad de ratones que tienen colitis inducida por TNBS
tras el tratamiento con el Compuesto XXVII, mesalamina sola, 4-hidroxitiobenzamida (4-HTB) sola y una mezcla de
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mesalamina y 4-HTB.

La Figura 6 muestra la actividad de mieloperoxidasa (MPO) en ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con el Compuesto XXVII, mesalamina sola, 4-HTB sola y una mezcla de mesalamina y 4-HTB.

La Figura 7 muestra la actividad de mieloperoxidasa (MPO) en ratones que tienen colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del Compuesto XXXV de la presente
invencion.

La Figura 8 muestra la Puntuacion de Evaluacion de la Enfermedad de ratones que tienen colitis inducida por TNBS
tras el tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del
Compuesto XXXV de la presente invencién.

La Figura 9 muestra la expresion de ARNm del factor de necrosis tumoral colénica (TNF-a) en ratones con colitis
inducida por TNBS tras el tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion
equimolar del Compuesto XXXV de la presente invencion.

La Figura 10 muestra la expresion de ARNm del interferon gamma (IFN-y) en ratones con colitis inducida por TNBS
tras el tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del
Compuesto XXXV de la presente invencion.

La Figura 11 muestra la expresiéon de ARNm de varias interleucinas (IL), concretamente ARNm IL-1, -2, 10 y -12, en
ratones con colitis inducida por TNBS tras el tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una
dosificacién equimolar del Compuesto XXXV de la presente invencion.

La Figura 12 muestra niveles colénicos de ARNm RANTES en ratones con colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del Compuesto
XXXV de la presente invencion.

La Figura 13 muestra la expresion colénica de ARNm COX-1 y COX-2 en ratones con colitis inducida por TNBS tras
el tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del Compuesto
XXXV de la presente invencion.

La Figura 14 muestra la expresion colonica de ARNm eNOS e iNOS en ratones con colitis inducida por TNBS tras el
tratamiento con un vehiculo (CMC 1 %), 50 mg/kg de mesalamina y una dosificacion equimolar del Compuesto
XXXV de la presente invencion.

Las Figuras 15(a) y (b) muestran la puntuacion de la percepcién en un modelo de ratas de percepciéon de dolor
visceral usando mesalamina y el Compuesto XXXV, respectivamente, de la presente invencion.

Las Figuras 16(a) y (b) muestran la presion intrarectal en un modelo de ratas de percepcion de dolor visceral usando
mesalamina y el Compuesto XXXV, respectivamente, de la presente invencion.

La Figura 17 muestra las puntuaciones de percepcion del dolor de mesalamina, Compuesto XXXV y Compuesto
XXVII con y sin glibenclamida.

La Figura 18 muestra las puntuaciones de percepcién del dolor del Compuesto XXXV, Compuesto XXVII,
mesalamina, ADT-OH y 4-HBT.

La Figura 19 muestra la adherencia de leucocitos como respuesta a la administracion intragastrica de aspirina.

La Figura 20 es un grafico de barras de la adherencia de leucocitos durante el periodo de tiempo final del
experimento (minutos 60-65).

La Figura 21 es un grafico de barras que muestra la generacion de H,S de cisteina, ADT-OH, Compuesto XXXV, 4-
HTB y Compuesto XXVII.

La Figura 22 es una curva de concentracion-respuesta que muestra los efectos vasorrelajantes de los restos
liberadores de H,S de la presente invencién.

Breve descripcion de la realizaciéon preferida

A continuacion se describe la invenciéon con respecto a las realizaciones preferidas descritas en el presente
documento. Debe apreciarse, no obstante, que estas realizaciones son para los fines de ilustracion de la invencion, y
no se pretende que limiten en modo alguno el alcance de la invencién definido por las reivindicaciones.

Los compuestos de la presente invencion contienen dos restos activos, bien 4- 0 5-ASA y un resto liberador de acido
sulfhidrico, unidos por medio de un enlace azo, éster, anhidrido, tioéster o amida. La presencia de enzimas azo-
reductasa permite la liberacién de 4- o 5-ASA de los pro-farmacos con unién azo, permitiendo de este modo un
suministro diana al colon y disminuyendo al mismo tiempo la absorcién sistémica. De igual forma, la presencia de
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carboxipeptidasas y aminopeptidasas A también permite la liberacién de 4- o 5-ASA de los pro-farmacos con unién
éster 0 amida, respectivamente. Las esterasas y la tioesterasas también provocan la ruptura de los enlaces de tipo
éster y tioéster, respectivamente. Finalmente, las lipasas rompen los enlaces anhidrido. Los compuestos de la
presente invencién se pueden preparar usando materiales de partida conocidos y reactivos.

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar para la profilaxis o el tratamiento de varias enfermedades,
en particular de trastornos inflamatorios del tracto Gl que incluyen, pero no se limitan a, trastornos inflamatorios de la
boca tales como mucositis, enfermedades infecciosas (por ejemplo, enfermedades viricas, provocadas por bacterias
o flngicas) y la enfermedad de Crohn; trastornos inflamatorios del es6fago tal como esofagitis, trastornos que
resultan de lesiones de tipo quimico (por ejemplo, la ingestion de lejia), enfermedad de reflujo gastroesofagico,
reflujo de acido biliar, es6fago de Barret, enfermedad de Crohn y estenosis esofagica; inflamatorias tales como
gastritis (por ejemplo, Helicobacter pylori, enfermedad del acido péptico y gastritis atréfica), enfermedad celiaca,
enfermedad de Ulcera péptica, lesiones pre-cancerosas del estomago, dispepsia no ulcerosa y enfermedad de
Crohn; trastornos inflamatorios del estdémago tal como enfermedad de Crohn, hiperdesarrollo bacteriano,
enfermedad de Ulcera péptica y grietas del intestino; trastornos inflamatorios del colon tal como enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, colitis infecciosa (por ejemplo, colitis seudomembranosa tal
como colitis de Clostridium difficile, enteritis por salmonela, infecciones de sigela, yersiniosis, criptiespiridosis,
infecciones microespridicas e infecciones viricas), colitis inducida por radiacién, colitis en hospedador
inmunodeficiente (por ejemplo, cecolitis), trastornos precancerigenos del colon (por ejemplo, displasia, trastornos
inflamatorios del intestino y pélipos coldnicos), proctitis, inflamacion asociada a hemorroides, proctalgia fugax y
grietas rectales; trastornos de la vesicula biliar y/o del tracto biliar tales como colangitis, colangitis esclerosante,
cirrosis biliar idiopatica y colecistitis; y absceso intestinal.

Dependiendo del trastorno especifico o del estado de la enfermedad a tratar, se puede administrar a los sujetos los
compuestos de la presente invencion, en cualquier forma farmacéutica segura y terapéuticamente eficaz, como
puede determinar de manera sencilla cualquier experto en la técnica. Del modo mas deseable, estos compuestos se
administran en dosificaciones que varian de aproximadamente 1 a aproximadamente 2000 mg por dia, en
dosificaciones Unicas o divididas, aunque necesariamente tienen lugar variaciones dependiendo del peso y del
trastorno del sujeto a tratar asi como de la ruta particular de administracion que se escoja. No obstante, del modo
mas deseable, el nivel de dosificacion se encuentra dentro del intervalo de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 100 mg/kg, preferentemente entre aproximadamente 5 y 90 mg/kg y mas preferentemente entre
aproximadamente 5 y 50 mg/kg. No obstante, pueden ocurrir variaciones dependiendo del peso y de los trastornos
de las personas objeto de tratamiento y de sus respuestas individuales a dicho medicamento, asi como también del
tipo de formulacion farmacéutica que se escoja y del periodo de tiempo e intervalo durante el cual se lleve a cabo la
administracion de dicho medicamento. En algunos casos, niveles de dosificacién por debajo del limite inferior del
intervalo anteriormente mencionado puede ser mas que adecuados, mientras que en otros casos se pueden emplear
dosificaciones incluso mayores sin que ellos suponga provocar efectos secundarios nocivos, con la condicién de que
dichas dosificaciones mayores se dividan primero en dosificaciones méas pequefias para su administracion a lo largo
del dia.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar en forma de cualquier formulacién farmacéutica,
dependiendo su naturaleza de la via de administracion. Estas composiciones farmacéuticas se pueden preparar por
medio de procedimientos convencionales, usando vehiculos o excipientes compatibles y farmacéuticamente
aceptables. Ejemplos de tales composiciones incluyen capsulas, comprimidos, parches trasndérmicos, pastillas,
tabletas, pulverizaciones, jarabes, polvos, granulados, geles, elixires, supositorios y similares, para la preparacion de
soluciones extemporaneas, preparaciones inyectables, via rectal, nasal, ocular, vaginal, etc. Una via de
administracion preferida es la ruta oral y rectal.

Para administraciéon oral, se pueden emplear comprimidos que contienen varios excipientes tales como celulosa
microcristalina, citrato de sodio, carbonato de calcio, fosfato de dicalcio y glicina, junto con varios desintegrantes
tales como almidon (preferentemente almidén de com, patata o tapioca), acido alginico y determinados silicatos
complejos, junto con aglutinantes de granulado como polivinilpirrolidona, sacarosa, gelatina y goma arabiga. De
manera adicional, también se pueden usar agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, lauril sulfato de
sodio y talco, con fines de formaciéon de comprimidos. También se pueden usar composiciones sélidas del mismo
tipo como rellenos en las capsulas de gelatina; materiales preferidos a este respecto también incluyen lactosa o
azucar de leche, asi como también polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desean suspensiones
acuosas Yy/o elixires para administracion oral, el principio activo se puede combinar con agentes edulcorantes o
aromatizantes, materiales colorantes y, si se desea, con agentes de emulsion y/o de suspension, junto con
diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol, glicerina y varias de sus combinaciones.

Se puede disefiar la forma farmacéutica para liberacion inmediata, liberacion controlada, liberacién prolongada,
liberacion retardada o liberacién retardada diana. Las definiciones de estas expresiones resultan conocidas para los
expertos en la técnica. Ademas, el perfil de liberacion de la forma farmacéutica puede verse afectado por la
composicion de la mezcla polimérica, la composicion de matriz revestida, la composicion de multi-particulas, la
composicion de multi-particulas revestida, la composicion basada en resina de intercambio idnico, la composicién
basada en dsmosis o la composicion polimérica biodegradable. Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se
piensa que la liberacién se puede llevar a cabo por medio de difusién favorable, disolucién, erosion, intercambio
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iénico, 6smosis 0 sus combinaciones.

Para el caso de administracion parenteral, se puede emplear una solucion de un compuesto activo en aceite de
sésamo o0 en aceite de cacahuete en propilenglicol acuoso. De manera apropiada, la solucién acuosa se debe
someter a control de tampon (preferentemente pH mayor que 8), si fuese necesario, lo que provoca que el liquido
diluyente se vuelva primera isoténico. Las soluciones acuosas resultan apropiadas para inyeccién intravenosa. La
preparacion de todas estas soluciones en condiciones estériles se consigue de forma sencilla por medio de técnicas
farmacéuticas estandar bien conocidas por los expertos en la técnica.

A continuacion, los siguientes ejemplos no limitantes describen mas y permiten al experto ordinario en la técnica
llevar a cabo y usar la invencion.

Preparacion de los compuestos
Ejemplo 1

Sintesis de acido 2-hidroxi-5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]di  tiol-3-il)-fenilazo]-benzoico (4). [Compuesto de f6  rmula II]

(Boc),0 Boc

TN N

1 pA

1. Azufre/DMF / \: f S\S
2. HCI I \\ / \\ l
\/\

1. HC/NaNO,

/

2. Acido salicilico/KOH

HCOC

HO

Sintesis de terc-butil éster de acido (4-propenil-fe  nil)-carbamico (2)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la soluciéon de 4-propenil-
fenilamina (1) (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante % hora. Se agitd
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afnadié gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyd con CH,Cl./MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo terc-
butil éster de acido (4-propenil-fenil)-carbamico (2) (90 % de rendimiento).

Sintesis de 5-(4-amino-fenil)-[1,2]ditiol-3-tiona (3 )

Se calentaron terc-butil éster de acido (4-propenil-fenil)-carbamico (2, 4,5 mmol) y azufre (31,5 mmol) en dimetil
formamida (500 ml) durante 8 h; tras la retirada del disolvente, el residuo fue casi completamente soluble en tolueno.
Un intento de extraccion de los licores de tolueno con hidroxido de sodio acuoso 2N dio lugar a un precipitado de un
sélido de color naranja. Esto producto se disolvié en agua hirviendo, se trat6 con acido clorhidrico 4N durante 30
minutos a temperatura ambiente; la adicion de NaOH 4N dio lugar al producto deseado (3) (rendimiento de 55 %).

Sintesis de acido 2-hidroxi-5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]-d itiol-3-il)-fenilazo]-benzoico (4)

Se disolvié 5-(4-amino-fenil)-[1,2]ditiol-3-tiona (3, 0,56 mmol) en una mezcla de 5 ml de HCI concentrado y 2,5 ml de
agua y se sometio a diazotaciéon con una solucién de nitrito de sodio (0,56 mmol). Mientras tanto, se disolvieron
acido salicilico (0,56 mmol), hidréxido de potasio (1,12 mmol) y carbonato de sodio en agua. Se afiadié la
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suspension diazo en porciones a la solucion alcalina de acido salicilico y se mantuvo la alcalinidad en un nivel

suficientemente elevado durante toda la reaccién por medio de la adicion de otras cantidades de solucién de

hidréxido de potasio. Trascurridos 2 dias, se calentd la mezcla de reaccion durante 30 minutos a 50 °C. Se precipitd

el compuesto azo (4) por medio de HCl y se filtr6 (rendimiento de 85 %), para dar lugar al compuesto de férmula I,
5 acido 2-hidroxi-5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]-ditiol-3-il)-fenilazo]-benzoico.

Ejemplo 2

Sintesis de acido 2-hidroxi-4-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]di tiol-3-il)-fenilazo]-benzoico (2) [Compuesto de for  mula ll]

COOH
COOH on
OH
1. HCI/NaNO,
—

i S—g

N N\
NH, S

Sintesis de acido 2-hidroxi-4-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]di tiol-3-il)-fenilazo]-benzoico (2)

10 Se disolvié acido 4-amino-2-hidroxi-benzoico (1, 1 mmol) en una mezcla de 10 ml de HCI concentrado y 5 ml de
agua y se sometié a diazotaciéon con una solucion de nitrito de sodio (1 mmol). Se afiadi6 la suspension diazo en
porciones a una solucién de 5-fenil-[1,2]ditiol-3-tiona (1 mmol) en dimetilformamida. Trascurridos 2 dias se calent6 la
mezcla de reaccion durante 30 minutos a 50 °C. Tras enfriar, se precipitd el compuesto azo (2) por medio de HCl y
se filtrd (rendimiento de 65 %), para dar lugar al compuesto de férmula Il, acido 2-hidroxi-5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-

15 3-il)-fenilazo]-benzoico.

Ejemplo 3

Procedimiento sintético general de 4-(5-tioxo-5H-[1,  2]ditiol-3-il)-fenil-éster de acido 4- o 5-amino-2-  hidroxi-
benzoico (4) [Compuesto de formula XXXV]

OH OH O1Bu
COOH
COOH COOH
AN | AN A
| Dicarbonato de di-tercbutilo Isobuteno |
[ plednerguile Ny lsouenp o
HoN Trietilamina HN\ ;S04 HN\
Boc Boc
Acido 4- 0 5-amino salicilico . 2
S~g
H \
ADT-OH
HOBt/ DCC
5,
S g
S ~
o OtBu O
OH o]
cra N o
\ O 212 |
| T Yo
/ / HN\ 3
HoN 4 Boc
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Sintesis de 5-p-hidroxifenil-1,2-ditiona-3-tiona (AD  T-OH)

Se calentaron anetol (1) (32,5 g; 0,21 mol) y azufre (45 g; 1,40 mol) en dimetilformamida (250 ml) durante 8 horas;
tras la retirada del disolvente, el residuo fue casi completamente soluble en tolueno. Un intento de extraer los licores
de tolueno con hidréxido de sodio acuoso 2N dio un precipitado de un sélido de color naranja (8,5 g), p.f. por encima
de 300 °C. Se disolvid este producto en agua hirviendo y dio un precipitado de color naranja (2) tras la adicion de
acido clorhidrico (rendimiento de 50 %), p.f. 188-189 °C. RMN 'H (DMSO) 6 6,86 (d, 2H), 7,68 (s, 1H), 7,75 (d, 2H),
10,51 (s, -OH); EM (IEN), m/z 225 (M)).

Azufre/DMF S—g

/ — OH \L

H,CO

. 2 (ADT-OH)

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacién a 0 °C durante % hora. Se agit6
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afnadié gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Clo/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secéd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un solido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil és  ter de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (4)

Se afiadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucion de acido 4- 6 5-tercbutoxicarbonilamino-
2-hidroxi-benzoico (2) (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afadi6 5-p-
hidroxifenil-1,2-dition-3-tiona (ADT-OH) (3,0 mmol) a la mezcla de reaccidn, y se agité mecanicamente durante 3 h a
0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evapord el filtrado a presion reducida para retirar el
disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvid en acetato de etilo; se lavé la fase organica con
salmuera, se sec6 sobre MgSO, anhidro, se filtré y se evapor6 el disolvente. Se trato el intermedio puro (3) con una
solucién de TFA 40 % en CHCl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto 3 en forma de
residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluy6é con CH,Cl./MeOH (8/2), a
partir de la cual se obtuvo 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)fenil éster de acido 4- & 5-amino-2-hidroxibenzoico (4)
[compuesto de férmula XXXV] (rendimiento de 40 %).

Compuesto de 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 5-amino-2-hidroxi-benzoico (4): RMN 'H
(DMSO) & 7,07 (d, 2H), 7,38 (d, 2H), 7,46 (d, 2H), 7,79 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 8,01 (d, 2H), 10,35 (s-, OH); EM (IEN),
m/z 362 (M+).

Ejemplo 4

Procedimiento sintético general de: hidrogenocarbona to de 2-(terc-butoxicarbonil)-4- ¢ 5-aminofenilo (5 )
acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hidroxifenilca  rbamico (6)
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OH OCOOCH,CH, OH
\\\\ COOH \\\\ COOH \\\\ COOH
CICOOCH,CH;
. +
// CHClI; anhidro // //
HN H,N H;CH,COOCHN

Acido 4- 6 5-aminosalicilico

HOBt/DCC +-butanol
OCOQCH,CH;3 OH

COOC(CHy); COOC(CH)4

H,N H;CH,COOCHN

NaOH 1 M

OCOCH OH

COOC(CH3)3 COOC(CH,);

Sintesis de acido 4- 6 5-amino-2-etoxicarboniloxi-be  nzoico (1) y acido 4- 6 5-etoxicarbonilamino-2-hidr  oxi-
benzoico (2)

Se disolvié acido 4- 6 5-aminosalicilico (3,0 mmol) en 40 ml de cloroformo en un matraz de fondo redondo equipado
con un tubo de secado. Se afiadi6 de forma gradual cloroformiato de etilo (3,0 mmol) y se sometié la solucion a
reflujo durante 2 horas. Se evaporo el cloroformo a vacio y se disolvio el residuo en éter. Se decolor6 la fase de éter
usando carbén vegetal, se filtrd y se retir6 el disolvente a vacio. Posteriormente, se disolvid el residuo obtenido en
etanol y se recuperé el producto por medio de precipitacién usando n-hexano como semisélido oleoso puro. Se
purificé el producto puro por medio de cromatografia instantanea sobre gel de silice eluyendo con éter de
dietilo/hexano (7:3 v/v), obteniéndose los compuestos de titulo: &cido 4- 6 5-amino-2-etoxicarboniloxi-benzoico (1:
rendimiento de 58 %) y acido 4- 6 5-etoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (2: rendimiento de 34 %).

Sintesis de terc-butil éster de acido 4- 6 5-amino-2  -etoxicarboniloxi-benzoico (3)

Se afadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucién de (1) (3,0 mmol) en 50 ml de
dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1 h. Se afiadio t-butanol (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion y se
agitd mecanicamente durante 3 h a 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporé el filtrado a
presion reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvié en acetato de etilo:
se lavo la fase organica con salmuera, se secé sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se evapord el disolvente. Se
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introdujo el residuo en una columna de gel de silice y se eluyé con CH2Cl,/MeOH (9,5:0,5), a partir de la cual se
obtuvo terc-butil éster de acido 4- 6 5-amino-2-etoxicarboniloxi-benzoico (3) (rendimiento de 55 %).

Sintesis de terc-butil éster de acido 4- 6 5-etoxica  rbonilamino-2-hidroxi-benzoico (4)

Se obtuvo el compuesto (4) de acuerdo con el procedimiento descrito, obteniéndose el compuesto (3). Rendimiento:
74 %.

Sintesis de hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarb onil)-4- 6 5 aminofenilo (5)

Se afiadié6 NaOH 1N (40 ml) a una solucién del compuesto (3) (3,5 g; 0,011 mol) en etanol (80 ml). Se agit6 la
mezcla de reaccion 2 h a temperatura ambiente. Se neutraliz6 la solucion con HCI 1N. Se retiré el etanol y se llevo a
cabo la extraccion con acetato de etilo (3 x 150 ml); se lavaron las fases organicas con salmuera, se secaron sobre
MgSO4 anhidro, se filtraron y se evaporé el disolvente. Se obtuvo hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarbonil)-4- 6
5 aminofenilo (5) (3 g; 0,010 mol; rendimiento de 89 %) en forma de soélido de color blanco.

Sintesis de acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hid  roxifenil-carbamico (6)

Se obtuvo el compuesto (6) de acuerdo con el procedimiento descrito, obteniéndose el compuesto (5). Rendimiento:
91 %.

Ejemplo 5
Procedimiento sintético general de: acido 4- 6 5-ami  no-2-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilcarbamoiloxi)-

benzoico (11) [Compuesto de Férmula XXII] acido 4- 6 5-[3-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propil)-ureido]-2-
hidroxi-benzoico (12)
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Sintesis de 5-tio-L-glutamina-OtBu (2)

Se afiadieron L-glutamina-OtBu - HCI (1) (1,2 mmol; 0,3 g) y reactivo de Lawesson (0,75 mmol; 0,3 g) a benceno (20
ml) y se calentd la mezcla a reflujo durante 15 min. Posteriormente, se enfri6 la reaccion y se evaporé a vacio. Se
sometié a cromatografia el producto puro sobre 100 g de gel de silice y se eluyé con mezclas de acetato de etilo y n-
hexano. Se obtuvieron 0,2 g (rendimiento de 76 %) de producto (2) en forma de sélido de color blanco: RMN N
(CDCl3) 6 1,4 (s, 9H), 1,8-2,8 (m, 5H), 4,0-4,8 (m, 3H); EM (IEN), m/z 219 (M+).
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COOC(CH;), COOC(CHj,),

Reactivo de Lawesson

Benceno =

0 S

Sintesis de hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarb onil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de (5) (10,0 mmol) en
25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante ¥z hora. Se agité mecanicamente la mezcla de
reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacién del disolvente, se afiadié gota a gota HClI 3 M
(15 ml) al residuo. Se filtr6 el precipitado, se lavo con agua y se secé. Se cargé el residuo en una columna abierta de
gel de silice y se eluyé con CH.Cl/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo hidrogenocarbonato de 2-(terc-
butoxicarbonil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7) (80 % de rendimiento).

Sintesis de acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hid  roxifenil-carbamico (8)

Se agitaron el compuesto 6 (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secéd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evaporé hasta obtener un sélido de color blanco (8), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de acido 4- 6 5-amino-2-(1-carboxi-3-tiocar  bamoil-propilcarbamoiloxi)-benzoico (11)

Se afiadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucién de 7 (3,0 mmol) en 50 ml de
dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afadi6é terc-butil éster de acido 2-amino-4-tiocarbamoil-
butirico (3,0 mmol) y trietilamina (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion, y se agitdé mecanicamente durante 3ha 0°Cy
72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracién, se evaporé el filtrado a presion reducida para retirar el disolvente. El
residuo oleoso obtenido de este modo se disolvié en acetato de etilo; se lavd la fase organica con salmuera, se seco
sobre MgSO;4 anhidro, se filtrd y se evaporo el disolvente. Se trato el intermedio puro (9) con una solucién de TFA 40
% en CH,Cl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto (11) en forma de residuo puro. Se
introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyd con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se
obtuvo acido 4- 6 5-amino-2-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilcarbamoiloxi)-benzoico (11) (rendimiento de 40 %),
compuesto de formula XXII.

Sintesis de acido 4- 6 5-[3-(1-carboxi-3-tiocarbamoi  |-propil)-ureido]-2-hidroxi-benzoico (12)

Se obtuvo el compuesto (12) de acuerdo con el procedimiento descrito, obteniéndose el compuesto (11).
Rendimiento 38 %.

Ejemplo 6
Procedimiento sintético general de: acido 4- 6 5-ami  no-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarboni  loxi]-

benzoico (15) [Compuesto de Férmula 1V] acido 2-hidr oxi-4 6 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-
fenoxicarbonilamino]-benzoico (16) [Compuesto de F6 rmula V]
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Sintesis de 5-p-hidroxifenil-1,2-dition-3-tiona (ADT  -OH)

Se calentaron anetol (1) (32,5 g; 0,21 mol) y azufre (45 g; 1,40 mol) en dimetilformamida (250 ml) durante 8 horas;
tras la retirada del disolvente, el residuo fue casi completamente soluble en tolueno. Un intento de extraer los licores
de tolueno con hidroxido de sodio acuoso 2N dio un precipitado de un sélido de color naranja (8,5 g), p.f. por encima
de 300 °C. Se disolvid este producto en agua hirviendo y dio un precipitado de color naranja (2) tras la adicion de
acido clorhidrico (rendimiento de 50 %), p.f. 188-189 °C. RMN 'y (DMSO) 6 6,86 (d, 2H), 7,68 (s, 1H), 7,75 (d, 2H),
10,51 (s, -OH); EM (IEN), m/z 225 (M)).

Di-carbonato de di-terc- AZufre/DMF
butilo — - Isobuteno

H,CO : HzSO.

2 (ADT-OH)

1

Sintesis de hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarb onil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de (5) (10,0 mmol) en
25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante % hora. Se agitd mecanicamente la mezcla de
reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se afiadio gota a gota HCI 3 M
(15 ml) al residuo. Se filtr6 el precipitado, se lavé con agua y se sec6. Se carg6 el residuo en una columna abierta de
gel de silice y se eluyé con CH.Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo hidrogenocarbonato de 2-(terc-
butoxicarbonil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hid  roxifeni-carbamico (8)

Se agitaron el compuesto (6) (12,0 mmol), H>S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobuteno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secéd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometid a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un soélido de color blanco (8), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de acido 4- 0 5-amino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2 ]ditiol-3-il)-fenoxicarboniloxi]-benzoico (15)

Se afiadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucion de (7) (3,0 mmol) en 50 ml de
dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afiadi6é 5-p-hidroxifenil-1,2-dition-3-tiona (ADT-OH) (3,0 mmol)
a la mezcla de reaccion, y se agité mecanicamente durante 3 h a 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la
filtracion, se evaporé el filtrado a presién reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo
se disolvié en acetato de etilo; se lavo la fase organica con salmuera, se sec6é sobre MgSO4 anhidro, se filtro y se
evaporo¢ el disolvente. Se traté el intermedio puro (13) con una solucién de TFA 40 % en CHxCl,. Trascurridas 2 h se
retird el disolvente, obteniéndose el compuesto (15) en forma de residuo puro. Se introdujo el residuo en una
columna abierta de gel de silice y se eluy6 con CH,CI2/MeOH (8/2), a partir de la cual se obtuvo acido 4- o 5-amino-
2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarboniloxi]-benzoico (15) (rendimiento de 45 %), compuesto de férmula IV.

Sintesis de acido 2-hidroxi-4- 6 5-[4-(5-tioxo-5H-[1  ,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonilamino]-benzoico (16)

Se obtuvo el compuesto (16), compuesto de Férmula V, de acuerdo con el procedimiento descrito, obteniéndose el
compuesto (15). Rendimiento 38 %.

Ejemplo 7
Procedimiento  sintético general de: 4- o 5-amino-2-{ 4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2 N>-4N°-
[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-il]-fenoxicarboniloxi}-b enzoico (19) [Compuesto de Formula XIV] 2-hidroxi-4- 6 5-{4-

[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2 A5-4A5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoxicarbonilamino }-benzoico (20)
[Compuesto de Férmula Xl
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Sintesis de anhidrido (p-hidroxifenil)ditiofosfénico

Se calentaron P rojo (4 g; 0,129 mol), S (4 g, 0,125 mol) y PhOH (4 g; 0,042 mol) durante 5,5 h a 155-158 °C; se
enfrié la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente y se recogi6 el precipitado (5,5 g, rendimiento de 34 %).
P.f. 224-226 °C. Los analisis de RMN y MS fueron coherentes con el anhidrido p-hidroxifenil ditiofosfonico.

OH

S
P rojo / azufre /s\ //

P OH
155 - 158 °C S//\s/

Sintesis de hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarb onil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucion de (5) (10,0 mmol) en
25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante ¥z hora. Se agité mecanicamente la mezcla de
reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacién del disolvente, se afiadié gota a gota HClI 3 M
(15 ml) al residuo. Se filtr6 el precipitado, se lavo con agua y se sec6é. Se cargé el residuo en una columna abierta de
gel de silice y se eluy6 con CH:Cl/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo hidrogenocarbonato de 2-(terc-
butoxicarbonil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hid  roxifenil-carbamico (8)

Se agitaron el compuesto (6) (12,0 mmol), H.S04 concentrado (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5
psi o0 34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavé la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml)
y salmuera (100 ml), se sec6 (NaxSOQ.) y se evaporo. Se disolvio el residuo en MeOH/CCl,4 1:1 (400 ml), se lavé con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evaporé hasta obtener un sélido de color blanco (8), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de &cido 4- 6 5-amino-2-{4-[4-(4-hidroxi-fe  nil)-2,4-ditioxo-2 )\5-4)\5-[1,3,2,4]-ditiadifosfetan-z-il]-
fenoxicarboniloxi}-benzoico (19)

Se afadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucién de (7) (3,0 mmol) en 50 ml de
dimetilformamida, con agitacion a 0 °C durante 1h. Se afiadié anhidrido p-hidroxifenilditiofosfénico (3,0 mmol) a la
mezcla de reaccion, y se agité mecanicamente durante 3 ha 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion,
se evaporo el filtrado a presion reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se
disolvié en acetato de etilo; se lavé la fase organica con salmuera, se secé sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se
evaporo el disolvente. Se traté el intermedio puro (17) con una solucién de TFA 40 % en CH,Cl,. Trascurridas 2 h se
retird el disolvente, obteniéndose el compuesto (19) en forma de residuo puro. Se introdujo el residuo en una
columna abierta de gel de silice y se elugé con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se obtuvo acido 4- 6 5-amino-
2-{4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-ditioxo-2)\5-4)\ -[1,3,2,4]-ditiadifosfetan-2-il]-fenoxicarboniloxi}-benzoico (19) (rendimiento
de 65 %), compuesto de formula XIV.

Sintesis de acido 2-hidroxi-4- 6 5-{4-[4-(4-hidroxi-  fenil)-2,4-ditioxo-2 A°-4A°-[1,3,2,4]-ditiafosfotan-2-il]-
fenoxicarbonilamino}-benzoico (20)

Se obtuvo el compuesto (20), un compuesto de Férmula XIIl, de acuerdo con el procedimiento descrito,
obteniéndose el compuesto (19). Rendimiento 48 %.

Ejemplo 8

Procedimiento general sintético de: acido 4- 6 5-ami  no-2-(4-tiocarbamoil-fenoxicarboniloxi)-benzoico (2 3)
[Compuesto de Férmula XXVIII] acido 2-hidroxi-4- 6 5-  (4-tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-benzoico (24)
[Compuesto de Férmula XXIX]

30



ES 2368 650 T3

OCOOH oH
P S e
| o |
/ y / F

HN,

H,N \
5 6

COOH
Di—carbonatq de di-terc- Isobuteno
_ b_utllo_ H.SO,
Trietilamina
OCOCH OtBu
N COOC(CHs)3 COOC(CH;);
| o »
A £
HN\ ~ HN <
Boc \COOH 8

7

NH»
HOBYDCC OH_@S

4-OH-Tiobenzamida

NH,
OtBu
o S ~_,COOC(CH;)
5 /LO | /

HN

O,
\ COOC(CH;), Y Y
> °
TFA
CHzclz
22 S

Boc
Q/ks I
0 ™ G
o 9)
COOH
7 N 24 S

31

\_/

Z
N

COOH

\ 7/ >___o
o=<Z§ / 2



10

15

20

25

30

ES 2368 650 T3

Sintesis de hidrogenocarbonato de 2-(terc-butoxicarb onil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de (5) (10,0 mmol) en
25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante % hora. Se agit6 mecanicamente la mezcla de
reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se afiadio gota a gota HClI 3 M
(15 ml) al residuo. Se filtr6 el precipitado, se lavo con agua y se secé. Se carg6 el residuo en una columna abierta de
gel de silice y se eluyé con CH.Cl/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo hidrogenocarbonato de 2-(terc-
butoxicarbonil)-4- 6 5-terc-butoxicarbonilaminofenilo (7) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 3-(terc-butoxicarbonil)-4- 6 5-hid  roxifenilo (8)

Se agitaron el compuesto (6) (12,0 mmol), H>S04 concentrado (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobuteno (5
psi 0 34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml)
y salmuera (100 ml), se sec6é (Na;SO,) y se evaporé. Se disolvié el residuo en MeOH/CCl, 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un solido de color blanco (8), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de acido 4- 6 5-amino-2-(4-tiocarbamoil-fen  oxicarboniloxi)benzoico (23)

Se afiadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucion de (7) (3,0 mmol) en 50 ml de
dimetilformamida, con agitacion a 0 °C durante 1h. Se afiadié 4-hidroxi-tiobenzamida (3,0 mmol) a la mezcla de
reaccion, y se agité mecanicamente durante 3 ha 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporo
el filtrado a presion reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvié en
acetato de etilo; se lavé la fase organica con salmuera, se seco sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se evaporo6 el
disolvente. Se trat6 el intermedio puro (21) con una soluciéon de TFA 40 % en CHxCl,. Trascurridas 2 h se retir6 el
disolvente, obteniéndose el compuesto (23) en forma de residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna
abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se obtuvo acido 4- 6 5-amino-2-(4-
tiocarbamoil-fenoxicarboniloxi)benzoico (23) (rendimiento de 71 %), compuesto de férmula XXVII.

Sintesis de acido 2-hidroxi-4-6 5-(4-tiocarbamoil-fe  noxicarbonilamino)-benzoico (24)

Se obtuvo el compuesto (24), compuesto de Formula XXIX, de acuerdo con el procedimiento descrito, obteniéndose
el compuesto (23). Rendimiento 68 %.

Ejemplo 9

Procedimiento general sintético de: acido 2-(4- 6 5-  amino-2-hidroxi-benzoilamino)-4-tiocarbamoil-butiri co (6)
[Compuesto de Férmula XXI]

OH OH OtBu
COOH
COOH AN COOH
| N Di-carbonato de di-terc- | N
butilo Isobuteno |
L A : - o — AP
H,N Trietilamina HN, H,80, N
Boc Boc
Acido 4- 0 5-amino salicilico 1 2

HZN—(;.‘H("I—OC(CH3)3
gt
CH, HOBt/ DCC
¢=s
NH,
TioGlutamina-OtBu

OH O COOH OtBu O COOC(CH;)3
NH. NH
SN N 2 TFA AN N 2
| H CH,Clp | H
Y& S R / Z S
H);N HN,
z N
6 Boc
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Sintesis de 5-tio-L-glutamina —OtBu (2)

Se afadieron L-glutamina-OtBu - HCI (1) (1,2 mmol; 0,3 g) y reactivo de Lawesson (0,75 mmol; 0,3 g) a benceno (20
ml) y se calentd la mezcla a reflujo durante 15 min. Posteriormente, se enfrid la reaccion y se evaporé a vacio. Se
sometié a cromatografia el producto puro sobre 100 g de gel de silice y se eluyé con mezclas de acetato de etilo y n-
hexano. Se obtuvieron 0,2 g (rendimiento de 76 %) de producto (2) en forma de sélido de color blanco: RMN 'H
(CDCl3) 8 1,4 (s, 9H), 1,8-2,8 (m, 5H), 4,0-4,8 (m, 3H); EM (IEN), m/z 219 (M+).

COOC(CH;), COOC(CHj,),

Reactivo de Lawesson
NH: - T NH2
H,N

Benceno

0 S

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- 6 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante %2 hora. Se agitd
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afiadio gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavd con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (80 % de rendimiento).

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secd (NaxSO.) y se evapor6. Se disolvié el residuo en MeOH/CCl, 1:1 (400 ml), se lavo con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec0 el extracto
(Na2S0.) y se evaporé hasta obtener un sélido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de acido 2-(4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoila  mino)-4-tiocarbamoil-butirico (6)

Se afadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucién de acido 4- 6 5-tercbutoxicarbonilamino-
2-tercbutoxi-benzoico (2) (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitaciéon a 0 °C durante 1h. Se afadieron
terc-butil éster de acido 2-amino-4-tiocarbamoil-butirico (3,0 mmol) y trietilamina (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion,
y se agité mecanicamente durante 3 h a 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporé el filtrado
a presion reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvi6é en acetato de etilo;
se lavo la fase organica con salmuera, se sec6 sobre MgSQ, anhidro, se filtré y se evapor6 el disolvente. Se trato el
intermedio puro (5) con una solucién de TFA (40 %) en CHCl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose
el compuesto (6) en forma de residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluy6
con CHCl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se obtuvo acido 2-(4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoilamino)-4-tiocarbamoil-
butirico (6) compuesto de formula XXI (rendimiento de 80 %). MS(IEN), m/z 298 (M").

Ejemplo 10

Procedimiento sintético general de: 4-tiocarbamoil-f enil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (8)
[Compuesto de Férmula XXVII]
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OH OH OtBu
COOH COOH COOH
AN . . X AN
! Di-carbonato de di- I |
tercbutilo Isobuteno
H;N Trietilamina HN\ 11,804 HN\
Boc Boc
Acido 4- o0 5-amino salicilico 1 2
NH,
s
S HOBt/DCC
4-OH-Tiobenzamida
NH,
NH,
OtBu O S
OH 0 S
TFA N O
\ O CH,Ch ' //
| HN
/ / \Boc
H,N
8 7

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- 6 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante ¥ hora. Se agitd
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afiadio gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavd con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluydé con CH,Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3; 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secd (NazSO.) y se evapor6. Se disolvié el residuo en MeOH/CCl, 1:1 (400 ml), se lavo con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un soélido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de 4-tiocarbamoil-fenil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (8)

Se afadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucién de acido 4- 6 5-tercbutoxicarbonilamino-
2-hidroxi-benzoico (2) (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afiadié 4-
hidroxi-tiobenzamida (3,0 mmol) a la mezcla de reaccioén, y se agité mecanicamente durante 3h a0°Cy 72 ha
temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporo el filtrado a presion reducida para retirar el disolvente. El residuo
oleoso obtenido de este modo se disolvié en acetato de etilo; se lavd la fase organica con salmuera, se sec6 sobre
MgSO, anhidro, se filtrd y se evaporo el disolvente. Se trat6 el intermedio puro (7) con una solucién de TFA 40 % en
CHCl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto (8) en forma de residuo puro. Se
introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluy6é con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se
obtuvo 4-tiocarbamoil-fenil éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (8) [compuesto de férmula XXVII
(rendimiento de 48 %).
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Ejemplo 11

Procedimiento sintético general de: 4-[4-(4-hidroxi-  fenil)-2,4-ditioxo-2 A5-4A5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-feniI
éster de acido 4- 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico (10)  [Compuesto de Formula XVII]

OH OH OtBu
COOH COOH
COOH
| Di-carbonato de di- | |
tercbutilo Isobuteno
/ F = / e _ / F
HoN Trietilamina HN\ H,80, HN
AN
Boc Boc
Acido 4- o 5-amino salicilico 1 2

/S\ flS
HO "P\S,P OH| HOBt/DCC
S

i
/ 1
OH o) Pgd OtBu O B<g
S S
x 0 N

Boc

Sintesis de anhidrido (p-hidroxifenil)ditiofosfonico

Se calentaron P rojo (4 g; 0,129 mol), S (4 g, 0,125 mol) y PhOH (4 g; 0,042 mol) durante 5,5 h a 155-158 °C; se
enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se recogié el precipitado (5,5 g, rendimiento de 34 %).
P.f. 224-226 °C. Los andlisis de RMN y MS fueron coherentes con el anhidrido p-hidroxifenil ditiofosfénico.

OH

S
P rojo / azufre /S\ /

ol P
\./
N

OH

155-158°C

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- 6 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante %2 hora. Se agitd
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afnadié gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- 6 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H2S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secd (NazSO.) y se evapor6. Se disolvié el residuo en MeOH/CCl, 1:1 (400 ml), se lavo con
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agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evaporé hasta obtener un sélido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de 4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2 A5-4A5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-feni| éster de acid o0 4- o 5-
amino-2-hidroxi-benzoico (10)

Se afiadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucion de acido 4- o 5-tercbutoxicarbonilamino-
2-hidroxi-benzoico (2) (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afiadié
anhidrido p-hidroxifenilditiofosfonico (3,0 mmol) a la mezcla de reaccién, y se agit6 mecanicamente durante 3 h a0
°C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracién, se evapor6 el filtrado a presion reducida para retirar el
disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvid en acetato de etilo; se lavé la fase organica con
salmuera, se secO sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se evaporé el disolvente. Se traté el intermedio puro 9 con una
solucién de TFA (40 %) en CH,Cl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto 10 en forma
de residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (8/2), a
partir de la cual se obtuvo 4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-ditioxo-2)\5-4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-i|]—feniI éster de acido 4- o
5-amino-2-hidroxi-benzoico (10), compuesto de Férmula XVII (rendimiento de 73 %).

Sintesis de mercaptoetanosulfonato de acido 4- 0 5-a  mino-2-hidroxi-benzoico (2)

OH OH
\ COOH \ COOH
' HS-CH,-CH,-0SO,H |
/ / Acetato de etilo > / /
H,N NH,
- ® 5

1 P 2
HS

Se afiadié una mezcla de 2-mercapto-etil éster de acido sulfuroso (0,1 mol) en 100 ml de acetato de etilo a la
solucion de acido 4- o 5-amino salicilico (1) (0,1 moles en 100 ml de acetato de etilo) en 30-45 min a 20-25 °C bajo
atmadsfera inerte. Se agit6 la mezcla a 0-5 °C durante 1 hora y se filtr6 para dar mercaptoetanosulfonato de acido 4-
0 5-amino-2-hidroxi-benzoico (2) (rendimiento de 98 %).

Ejemplo 12

Sintesis de &cido 4- o 5-amino-2-(2-acetilamino-3-me  rcapto-propioniloxi)-benzoico (3) [Compuesto de
Formula XII]
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COOH
COOH
AN | X
l Di-carbonato de di-tercbutilo
H,;N Trietilamina HN\
Boc
Acido 4- o 5-amino salicilico 1
o
el 3§
HN=—CH-=~C—OH
CH,
SH
HOBt / DCC
O SH 0O SH
0O
TFA >_<7 P
o HN CH,Cl, o] HN—<
coou CH, CH
I = x COOH 3
Y& Yo~
\
3 Boc 2

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacién a 0 °C durante % hora. Se agit6
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afiadio gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavd con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4 6 5-amino-2-(2-acetilamino-3-mer  capto-propioniloxi)-benzoico (3)

Se afadieron hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la solucion de acido 2-acetilamino-3-mercapto-
propionico (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitaciéon a 0 °C durante 1h. Se afiadié acido 4- o 5-terc-
butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (2) (3,0 mmol) a la mezcla de reaccidn, y se agitd mecanicamente durante 3
h a0°Cy 72 h atemperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporoé el filtrado a presion reducida para retirar el
disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvid en acetato de etilo; se lavé la fase organica con
salmuera, se secd sobre MgSO, anhidro, se filtré y se evaporoé el disolvente. Se tratd el intermedio puro (2) con una
solucién de TFA 40 % en CH.Cl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto (3) en forma
de residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluy6é con CH,Cl,/MeOH (8/2), a
partir de la cual se obtuvo acido 4 6 5-amino-2-(2-acetilamino-3-mercapto-propioniloxi)-benzoico (3), compuesto de
férmula Xl (rendimiento de 52 %).

Ejemplo 13

Sintesis de anhidrido de &cido 4- o 5-amino-2-hidrox i-benzoico con acido 2-acetilamino-3-mercapto-
propiénico (4) [Compuesto de Férmula X]
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OH OH OtBu
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OH 0 OtBu O
H H
§ S N CH, TFA N 5 N CH,
| \"/ Jr ‘ T
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N SH SH
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Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacién a 0 °C durante % hora. Se agit6
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afnadié gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyd con CH,Clo/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3; 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secéd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un soélido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de anhidrido de &acido 4 o 5-amino-2-hidroxi  benzoico con acido 2-acetilamino-3-mercapto-
propionico (4)

Se afadié DCC (3,3 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-tercbutoxicarbonilamino-2-terc-butoxi-benzoico (2) (3,0
mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afiadié acido 2-acetilamino-3-mercapto-
propiénico (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion, y se agitd mecanicamente durante 3 h a 0 °C y 72 h a temperatura
ambiente. Tras la filtracion, se evaporo el filtrado a presion reducida para retirar el disolvente. El residuo oleoso
obtenido de este modo se disolvid en acetato de etilo; se lavaron las fases organicas con salmuera, se secaron
sobre MgSO. anhidro, se filtraron y se evaporo6 el disolvente. Se traté el intermedio puro (3) con una solucién de TFA
(40 %) en CHCl,. Trascurridas 2 h se retird el disolvente, obteniéndose el compuesto 4 en forma de residuo puro.
Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual
se obtuvo anhidrido de acido 4 o 5-amino-2-hidroxibenzoico con acido 2-acetilamino-3-mercapto-propiénico (4) ,
compuesto de formula X (rendimiento de 68 %).
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Ejemplo 14

Sintesis de acido 4- o 5-(2-acetilamino-3-mercapto-p  ropionilamino)-2-hidroxi-benzoico (5) [Compuesto de
Formula XI]

OH OH OtBu OtBu
COOH COOH COOtBu
é/ D D e D
| Fmoc-OSu Na,CO,; 10% I Isobuteno l Dietilamina 33 % |
[ A = S _— AP AP
HoN Dioxano HN H,80, HN THF H,N
o _Fmoc
Acido 4- o 5-amino salicilico 1 Fmoc, 3

Q

1l
HN——tl:H-C—OH DCC/HOBt
CH3

SH

OH OtBu

COOH
@/ AN COOtBu
> TFA |
HN/ CH,CL, HN/ 7
O i — o
HS HS
NH NH

O% 5 O% 4
CHj, CH,

Sintesis de acido 4 6 5-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbon  ilamino)-2-hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron Na;CO3 10 % (15 ml) y Fmoc-OSu (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-amino salicilico (10,0
mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante % hora. Se agit6 mecanicamente la
mezcla de reaccién durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se afiadio gota a gota
HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se sec. Se cargd el residuo en una columna
abierta de gel de silice y se eluyé con CH:Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo acido 4- o 5-terc-
butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 90 %).

Sintesis de terc-butil éster de acido 4- 0 5-amino-2  -terc-butoxi-benzoico (3)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (7 psi o
48,26 kilopascales) durante 24 h a temperatura ambiente. Se lavé la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secéd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se seco el extracto
(Na2S0.) y se evapor6 hasta obtener un soélido de color blanco (2). Se traté el intermedio puro (2) con una solucién
de trietilamina (33 %) en THF. Tras 2 h, se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto (3) en forma de residuo
puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl./MeOH (8/2), a partir de la
cual se obtuvo terc-butil éster de acido 4- o 5-amino-2-terc-butoxi-benzoico (3) (rendimiento de 67 %).

Sintesis de acido 4 o 5-(2-acetilamino-3-mercapto-pr  opionilamino)-2-hidroxi-benzoico (5)

Se afiadié hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la soluciéon de éacido 2-acetilamino-3-mercapto-
propiénico (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitaciéon a 0 °C durante 1h. Se afiadid terc-butil éster de
acido 4- o 5-amino-2-terc-butoxi-benzoico (3) (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion, y se agit6 mecanicamente durante
3ha0°Cy72h atemperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporoé el filtrado a presion reducida para retirar el
disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvié en acetato de etilo; se lavé la fase organica con
salmuera, se secO sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se evaporé el disolvente. Se tratd el intermedio puro 4 con una
solucién de TFA (40 %) en CHCl,. Trascurridas 2 h se retir6 el disolvente, obteniéndose el compuesto (5) en forma
de residuo puro. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (8/2), a
partir de la cual se obtuvo acido 4 o 5-(2-acetilamino-3-mercapto-propionilamino)-2-hidroxi-benzoico (5) , compuesto
de formula XI (rendimiento de 78 %).
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Ejemplo 15

Sintesis de acido 4- o 5-amino-2-(2-mercapto-etoxisu  Ifoniloxi)-benzoico (3) [Compuesto de Férmula XXXIV]

COOH
COOH
AN AN
| Di-carbonato de di-tercbutilo
H;N Trietilamina HN\
Boc

Acido 4- 0 5-amino salicilico

1
i
N
i
HOBt/ DCC
0
N\ g AN
—d
/\ TFA /S\\
T o CH,C, g o
CooH COOH
| \ \ COUH
[ |
-~ HN/ P
3 Boc 2

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afiadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacion a 0 °C durante ¥ hora. Se agitd
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afnadié gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtrd el precipitado, se lavé con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Clo/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- o 5-amino-2-(2-mercapto-etoxisu  Ifoniloxi)-benzoico (3)

Se afiadié hidroxibenzotriazol (3,3 mmol) y DCC (3,3 mmol) a la soluciéon de mono-(2-mercapto-etil) éster de acido
sulfdrico (3,0 mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacion a 0 °C durante 1h. Se afiadié acido 4- o 5-
tercbutoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (2) (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion, y se agitd mecanicamente
durante 3 h a 0 °C y 72 h a temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporo el filtrado a presion reducida para
retirar el disolvente. El residuo oleoso obtenido de este modo se disolvié en acetato de etilo; se lavo la fase organica
con salmuera, se sec6 sobre MgSO. anhidro, se filtré y se evaporo el disolvente. Se trato el intermedio puro (2) con
una solucién de TFA (40 %) en CHCl,. Trascurridas 2 h se retir6é el disolvente, obteniéndose el compuesto 3 en
forma de residuo bruto. Se introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH
(8/2), a partir de la cual se obtuvo acido 4- o 5-amino-2-(2-mercapto-etoxisulfoniloxi)-benzoico (3), compuesto de
férmula XXXIVI (rendimiento de 57 %).
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Ejemplo 16

Sintesis de anhidrido de acido 4- o 5-amino-2-hidrox  i-benzoico con mono-(2-mercapto-etil)éster de acido
sulfdrico (4) [Compuesto de Formula XXXII]

OH OH OtBu
COOH
COOH COOH
AN | AN A
l Di-carbonato de di-tercbutilo Isobuteno |
> oeaemo Ny ey
HN Trietilamina HN\ H,80, HN\
Boc Boc
Acido 4- o 5-amino salicilico ] 2

0
Hs/\/O\ISI,OH DCC

OH © 0 OtBu O 0
" ! i
SN o S|\ o > TEA S o N0 TN
| 5 CH,Cl, l o
-—
e / F
H,N HN
4 \Boc 3

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  hidroxi-benzoico (1)

Se afadieron trietilamina (15,0 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (15,0 mmol) a la solucién de acido 5-amino
salicilico (10,0 mmol) en 25 ml de dioxano y 12,5 ml de agua, con agitacién a 0 °C durante % hora. Se agit6
mecanicamente la mezcla de reaccion durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la evaporacion del disolvente, se
afiadio gota a gota HCI 3 M (15 ml) al residuo. Se filtré el precipitado, se lavd con agua y se secd. Se cargo el
residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyé con CH,Cl,/MeOH (9/1), a partir de la cual se obtuvo
acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-benzoico (1) (rendimiento de 80 %).

Sintesis de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-  terc-butoxi-benzoico (2)

Se agitaron el compuesto (1) (12,0 mmol), H,S04 conc. (6,0 mmol) y DCM (100 ml) bajo gas de isobutileno (5 psi o
34,47 kilopascales) durante 6 h a temperatura ambiente. Se lavo la solucion con NaHCO3 10 % frio (2 x 100 ml) y
salmuera (100 ml), se secd (NaSO.) y se evaporé. Se disolvid el residuo en MeOH/CCl4 1:1 (400 ml), se lavd con
agua (300 ml) y posteriormente se sometié a extraccion con MeOH/agua 1:1 (2 x 200 ml). Se sec6 el extracto
(Na2S0.) y se evaporé hasta obtener un sélido de color blanco (2), que se recristaliz6 en DCM/hexano (rendimiento
de 83 %).

Sintesis de anhidrido de acido 4 6 5-amino-2-hidroxi  -benzoico con mono-(2-mercapto-etil) éster de acido
sulfarico (4)

Se afiadié6 DCC (3,3 mmol) a la solucién de acido 4- o 5-terc-butoxicarbonilamino-2-terc-butoxi-benzoico (2) (3,0
mmol) en 50 ml de dimetilformamida, con agitacién a 0 °C durante 1h. Se afiadid6 mono-(2-mercapto-etil)éster de
acido sulfarico (3,0 mmol) a la mezcla de reaccion, y se agit6 mecanicamente durante 3 ha 0°Cy 72 h a
temperatura ambiente. Tras la filtracion, se evaporé el filtrado a presién reducida para retirar el disolvente. El residuo
oleoso obtenido de este modo se disolvio en acetato de etilo; se lavé la fase organica con salmuera, se seco sobre
MgSO4 anhidro, se filtré y se evaporo el disolvente. Se tratd el intermedio puro (3) con una solucion de TFA (40 %)
en CHyCl,. Trascurridas 2 h se retiré el disolvente, obteniéndose el compuesto (4) en forma de residuo puro. Se
introdujo el residuo en una columna abierta de gel de silice y se eluyd con CH,Cl,/MeOH (8/2), a partir de la cual se
obtuvo anhidrido de acido 4 6 5-amino-2-hidroxi-benzoico con mono-(2-mercapto-etil) éster de acido sulfarico (4),
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compuesto de formula XXXIII (rendimiento de 68 %).

Caracterizacion de compuestos
Ejemplo 17

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acid o 5-amino-2-hidroxi-benzoico [Referido en la presen  te memoria
como Compuesto XXXV]

OH (e]

NHz « CF,COOH

Se llevé a cabo cromatografia en capa fina sobre placas 50 de gel de silice Macherey-NageI con un indicador
fluorescente y se visualizaron las placas con luz UV (254 nm). Se uso Kleselgel 60 para la cromatografia en
columna. Se adquirieron todos los reactivos de sintesis en Aldrich-Sigma Chemical Company y se usaron sin
purificacién. Los disolventes fueron de calidad de reactivo de analisis 0 mayor pureza y se usaron tal y como fueron
suministrados. Se secaron las soluciones sobre Na,SO, y se usé un evaporador rotatorio Buchi™ R-114 para la
retlrada de los disolventes a vacio. Se verificaron las estructuras por medio del espectroscopia de proton RMN- 'H y
RMN-3C. Se registraron los espectros en un instrumento Varian Mercury Plus 400. Se registraron los espectros en
DMSO. Se usaron las siguientes abreviaturas para describir patrones de picos cuando resultdé apropiado: s
(singlete), d (doblete). Los desplazamientos quimicos se refieren a MesSi como patrén interno. Se llevaron a cabo
los espectros de masas de los productos sintetizados en un espectrometro de masas Applayed Blosystem M API
2000. Se determind el punto de fusion usando un aparato de etapa caliente Kofler™ y estan sin corregir.

RMN-'H (DMSO) & 7,07 (d, 2H), 7,38 (d, 2H), 7,46 (d, 2H), 7,79 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 8,01 (d, 2H), 10,35 (s- OH);

RMN-'*C (DMSO) & 114,6; 119,6; 123,9; 127,7; 128,7; 129,4; 136,1; 153,8; 158,8; 165,4; 173,2; 189,7; 216,2; EM
(E), m/z 362 (M+);

p.f. 93-95 °C.
Ejemplo 18

4-tiocarbamoil-fenil éster de acido 5-amino-2-hidro  xi-benzoico [Referido en la presente memoria como
Compuesto XXVII]

OH S

NH, * CFsCOOH

Se llevo a cabo cromatografia en capa fina sobre placas 50 de gel de silice Macherey-Nagel con un indicador
fluorescente y se visualizaron las placas con luz UV (254 nm). Se us6 Kieselgel 60 para la cromatografia en
columna. Se adquirieron todos los reactivos de sintesis en Aldrich-Sigma Chemical Company y se usaron sin
purificacién. Los disolventes fueron de calidad de reactivo de analisis 0 mayor pureza y se usaron tal y como fueron
suministrados. Se secaron las soluciones sobre Na;SO4 y se us6 un evaporador rotatorio Buchi R-114 para la
retlrada de los disolventes a vacio. Se verificaron las estructuras por medio del espectroscopia de proton RMN- 'H y
RMN-"3C. Se registraron los espectros en un instrumento Varian Mercury Plus 400. Se registraron los espectros en
DMSO. Se usaron las siguientes abreviaturas para describir patrones de picos cuando resulté apropiado: s
(singlete), d (doblete). Los desplazamientos quimicos se refieren a MesSi como patrén interno. Se llevaron a cabo
los espectros de masas de los productos sintetizados en un espectrometro de masas Applayed Blosystem M API
2000. Se determind el punto de fusién usando un aparato de etapa caliente Kofler™ y estan sin corregir.
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RMN-'H (DMSO) & 7,03 (d, 1H), 7,31 (d, 2H), 7,32 (s, 1H), 7,71 (d, 1H), 7,97 (d, 1H), 9,55 (s, NH2), 9,91 (s-, NH>),
10,25 (s, -OH);

RMN-">C (DMSO) & 114,4; 119,5; 122,1; 122,7; 129,2; 129,5; 138,1; 152,1; 157,7; 165,9; 173,2; 189,7; 199,7; EM
(El), m/z 289 (M+);

p.f. 193-195 °C.

Ensayo de los compuestos

Ejemplo 19

Estudio de variacion de dosificacién de hidrocloruro de 4-(tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de ac ido 2-
hidroxi-5-amino-benzoico (Compuesto XXXV).

Colitis inducida por TNBS en ratones

En el siguiente ejemplo se usé un modelo de colitis experimental para animales de tipo estandar mediante la
administracion intracolénica de acido 2,4,6-trinitrobencen-sulfénico (TNBS) en ratones. Una descripcion detallada de
este modelo se ha publicado en (Santucci et al. (2003) Gastroenterology 124:1281-94). Brevemente, se suministro
TNBS por via intracolonica a ratones Balb/c de 6-8 semanas de edad con una dosificacién de 1,5 mg en 0,1 ml de
etanol 30 %. Se distribuyeron aleatoriamente los ratones en varios grupos de tratamiento (n = 6 por grupo).
Comenzando una hora después y continuando cada 12 h durante 5 dias, se trataron los ratones por via oral con un
vehiculo (carboximetilcelulosa 1 % (CMC)), 5-ASA (mesalamina) (25, 50 o 75 mg/kg) o con dosificaciones
equimolares de hidrocloruro de 4-(tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de &acido 2-hidroxi-5-amino-benzoico
(Compuesto XXXV) (130 mg/kg) o con 66 % (100 mg/kg), 50 % (66 mg/kg) y 25 % (33 mg/kg) de esa dosificacion.
Se evalud la presencia de diarrea y hemorragia fecal inadvertida en los ratones (encubiertos) al final del dia del
estudio y se midié su peso corporal. Se calculé una “puntuacion de actividad de la enfermedad” en base a estos
datos (escala de 0 a 4, como se muestra en el documento citado anteriormente). Tras el sacrificio, se tom6 una
muestra de colon para la medicion de actividad de mieloperoxidasa (MPO), como marcador de infiltracién de
granulocito. Se compararon los resultados con los obtenidos en ratones sanos.

Las FIG. 1 y FIG. 2 muestran los resultados para la puntuacion de la actividad de la enfermedad y actividad MPO,
respectivamente. La FIG 1 muestra que el compuesto XXXV fue superior a mesalamina a la hora de reducir la
puntuaciéon de actividad a dosificaciones equimolares de 50 mg/kg y 75 mg/kg. Ademas, como se muestra en la
Figura 2, en las dosificaciones mas elevadas sometidas a ensayo, se redujo la actividad de MPO de forma
considerable (casi a la mitad).

Ejemplo 20

Comparacion del indice de Actividad de la Enfermedad y de la Actividad MPO del Compuesto XXXV con 5-
ASA (Mesalamina) sola, (ADT-OH) sola, y una mezcla de mesalamina y ADT-OH

Las Figuras 3 y 4 muestran el indice de Actividad de la Enfermedad y la actividad MPO, respectivamente, usando el
mismo modelo de colitis experimental para animales descrito anteriormente, en el que el Compuesto XXXV (130
mg/kg) se compard con dosificaciones equimolares de sus dos componentes, mesalamina (50 mg/kg) y 5-p-
hidroxifenil-1,2-dition-3-tiona (ADT-OH) (80 mg/kg), y una mezcla de mesalamina (50 mg/kg) y ADT-OH (80 mg/kg).
*p < 0,05 frente al grupo tratado con el excipiente. Cada grupo estaba formado por al menos 5 ratas.

La Figura 3 muestra que el Compuesto XXXV es casi dos veces mas eficaz que la mesalamina sola, ADT-OH sola o
la mezcla de mesalamina y ADT-OH a la hora de reducir los sintomas. Ademas, la Figura 4 muestra que el
Compuesto XXXV redujo considerablemente la inflamacién como queda indicado por la reduccion de la infiltracion
del granulocito (menor actividad MPO).

Ejemplo 21

Comparacion del indice de Actividad de la Enfermedad y de la Actividad MPO de 5-amino-2-(4-tiocarbamoil-
fenoxicarboniloxi)-benzoico (Compuesto XXVII)

Las Figuras 6 y 7 muestras el Indice de Actividad de Enfermedad y MPO, respectivamente, usando el mismo modelo
de colitis experimental para animales descrito anteriormente, en el que el Compuesto XXVII (100 mg/kg) se compard
con dosificaciones equimolares de sus dos componentes, mesalamina (50 mg/kg) y 4-hidroxitiobenzamida (4-HTB)
(50 mg/kg), mesalamina sola (50 mg/kg) y 4-HTB sola (50 mg/kg). *p < 0,05 frente al grupo tratado con el excipiente.
Cada grupo estaba formado por al menos 5 ratas.

La Figura 5 muestra que el Compuesto XXVII es casi tres veces mas eficaz que la mesalamina sola, 4-HTB sola o la
mezcla de mesalamina y 4-HTB a la hora de reducir los sintomas. Ademas, la Figura 6 muestra que el Compuesto
XXVII redujo considerablemente la inflamacion como queda indicado por la reduccion de la infiltracién del granulocito
(menor actividad MPO).
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Ejemplo 22
Efectos de Mesalamina y Compuesto XXXV en colitis induci da por TNBS en ratones

Se us6 el mismo modelo que se ha descrito anteriormente. En este ejemplo, se compararon los efectos de
mesalamina (50 mg/kg) con los de dosificaciones equimolares del Compuesto XXXV. Ademas de medir la gravedad
de la colitis midiendo la puntuacién de la actividad de la enfermedad y la actividad MPO, se procesaron los tejidos
para la medicion de un nimero de genes de citocinas inflamatorias y otros mediadores.

En particular, se midio la expresion de ARNm en ratones del factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a), interferon
gamma (IFN-y), interleucina colénica (IL)-1, IL-2, IL-10, IL-12 p40, RANTES, ciclooxigenasa (COX)-1, COX-2, 6xido
nitrico sintasa endotelial constitutiva (eNOS) e NOS inducible (iNOS) como se describe en Wallace et al. (1999)
Gastroenterology 117:557-566.

Brevemente, se usoé la reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR) para detectar y
cuantificar ARNm de la citocina/quimiocina/enzima particular. Se usé gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como “gen de verificacion” para expresion de ARNm (es decir, como control interno). Para cada muestra,
se obtuvo al proporcién de amplificacion del gen diana con respecto a la amplificacion de GAPDH (la expresion de
cada uno se mide llevando a cabo densitometria sobre geles). A continuacion, se llevaron a cabo comparaciones
entre la amplificacion relativa (expresion) del gen diana en tejidos de los grupos de tratamiento en comparacién con
la expresion en tejidos de los controles sanos. De este modo, los datos que se muestran en las Figuras 7-14
representan la expresién relativa del gen diana (normalizado a la expresién de GAPDH) como proporcion con
respecto a la expresién de los controles sanos.

Con referencia a las Figuras 7-14, debe notarse que el Compuesto XXXV fue superior a mesalamina en cada uno de
los puntos finales. Resulta particularmente interesante que el Compuesto XXXV suprimi6 la expresion de ARNm
para varias citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas que se encuentran implicadas en la patogénesis de la enteritis.
No obstante, el Compuesto XXXV no suprimio la expresion de ARNm IL-10, que es una citocina anti-inflamatoria.

Ademas, el Compuesto XXXV suprimié ARMn tanto de COX-1 como de COX-2. COX-1 y COX-2 se encuentran
implicadas en la sintesis de prostaglandinas, que son importantes en la inflamacién. Ademas, el Compuesto XXXV
también suprimi6 ARNm de eNOS e iNOS. Tanto eNOS como iNOS se encuentran implicados en las enfermedades
del tracto GlI.

Ejemplo 23

Comparacion de los efectos del Compuesto XXXV frente a Mesalamina en cuanto a inhibicién de la viabilidad
de células cancerigenas de colon humano HT-29 invi  tro

Se multiplicaron células HT-29 en cultivo usando procedimientos estandar. Se expusieron las células al vehiculo
(DMSO), mesalamina o Compuesto XXXV. Se sometieron a ensayo concentraciones que variaron entre 0,1 y 10
11M, sometiéndose a ensayo cada concentracion en 6 pocillos. Tras 72 h de exposicion de los farmacos en ensayo,
se midié la viabilidad celular usando un ensayo MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiaxol-2-il),2,5-difeniltetrazolio]
(Carmichael et al. (1978) Cancer Res. 47, 936-942). Se calcularon las tasas de viabilidad celular como porcentaje de
células tratadas con el excipiente (DMSO) y los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Concentrac iones (uM)

Farmaco 0,1 1 10
Mesalamina 103,8+2,5 101,2+35 91,1+3,2
XXXV 88,4 + 2,9** 87,3 +2,3* 79,6 +1,9**

**n < 0,01 frente al grupo tratado con mesalamina (misma
concentracion)

Ejemplo 24

Comparacion de los efectos del Compuesto XXXV frente a Mesalamina en el Modelo de Ratas de Percepcion
del Dolor Visceral

Se usé un modelo de percepcidn del dolor visceral en ratas, un modelo pre-clinico de sindrome del intestino irritable
en lo siguiente ejemplos. Se introdujeron las ratas (macho, Wistar, 200-250 g, obtenidas en Charles River, Monza,
Italia) en jaulas de plastico y se mantuvieron en condiciones controladas con ciclos de 12 horas luz/oscuridad con
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presencia de luz desde la 7.00 AM. Tenian acceso libre al agua corriente y a alimentacién estandar de laboratorio.
Antes de los experimentos, se adiestraron de forma individual las rata durante 2-3 horas al dia en jaulas de plexiglas
durante 2-3 dias. Se permitié su adaptacién a un entorno de movimiento-restriccion. Para llevar a cabo el registro de
la distension colorectal (CRD) se retird el alimento durante 12 h antes. Se llevaron a cabo los experimentos en ratas
despiertas de manera encubierta ya que el observador no tenia conocimiento de la identidad del farmaco
administrado a cada animal.

En el dia de ensayo, se sedaron las ratas mediante inhalacion con éter y se insert6 por via intrarrectal un globo de
latex de 2 cm de longitud a 2 cm del extremo del afio y se fij6 en la base de la cola. Se conect6 el globo por medio
de una canula abovedad doble a un transductor de presion para controlar de forma continua la presion rectal por
medio de un ordenador (PowerLab PC, A.D. Instruments, Milford, MA, EE.UU.) y a una jeringa para el
inflado/desinflado del globo. A continuacién, se introdujeron las ratas en una jaula pequefia (20 x 8 x 8 cm) sobre
una plataforma elevada de PlexiglasTM y se dejaron despertar y en adaptacion durante 1 hora. Tras recuperarse de
la sedacion, los animales se sometieron al procedimiento de CRD y se sometieron a ensayo las respuestas de
comportamiento. La noche antes de los experimentos, se inflaron los globos y se dej6é durante la noche de manera
gue el latex se contrajo y los globos se volvieron comodos.

Se aplicé un CRD de 20 segundos, llevado a cabo cada 5 minutos, en un incremento de partida de 0,4 ml desde 0,4
ml hasta 1,6 ml de agua. Con el fin de conseguir una medicién precisa de los parametros colénicos y de la
percepcion, se repitieron las distensiones dos veces para cada intensidad y se calcul6 la media de datos para cada
animal de andlisis. Cada animal experimentd un grupo doble de CRD. Veinte minutos después de la primera
secuencia de CRD (0,4 ml — 1,6 ml de agua), se administraron farmacos por via intraperitonal (i.p.) y se llevé a cabo
un segundo grupo de CRD. Se evaluaron y compararon las respuestas de comportamiento durante el primer y el
segundo grupo de CRD.

Se evalu6 la respuesta a CRD midiendo el reflejo de retraimiento abdominal (AWR) usando una puntuacién semi-
cuantitativa (1). EI AWR es un reflejo motor involuntario similar al reflejo visceromotor, pero tiene la ventaja de que,
al contrario que éste Ultimo, no requiere cirugia abdominal para implantar electrodos de registro e hilos en la pared
del masculo abdominal que pueden provocar sensibilidad adicional (véase Ness, T.J. y Gebhart, G.F. (1990) Pain
41: 167-234).

La medicion de AWR consistié en la observacion visual de la respuesta del animal a CRD gradual por medio
observacion inadvertida y asignacion de una puntuacion de CRD de acuerdo con la escala de comportamiento como
se ha descrito previamente en Al-Chaer, E.D. et al. (2000) Gastroenterology 19: 1276-85, en la que la puntuacién 0
corresponde a la inexistencia de respuesta de comportamiento a CRD, la puntuacion de 1 corresponde a un leve
movimiento de cabeza al comienzo del estimulo seguido de inmovilidad, la puntuacién de 2 corresponde a una
contraccién moderada de los musculos abdominales aunque no se produce la elevacion del abdomen de las ratas
de la plataforma, la puntuacion 3 corresponde a una fuerte contraccién de los musculos abdominales con elevacién
del abdomen de la plataforma la puntuacién 4 corresponde a una contraccién severa del musculo abdominal
manifestada por el arqueo y la elevacion del abdomen y de las estructuras pélvicas y el escroto.

Se determinaron los efectos de la mesalamina y del Compuesto XXXV sobre el cumplimiento terapéutico col6nico y
la sensibilidad usando un total de 8 ratas en ayunas. Para investigar si la administracion de mesalamina y del
Compuesto XXXV podria revertir el dolor inducido por CRD, tras la primera secuencia de CRD, se trataron 4 ratas
con mesalamina a una dosificacién de 100 mg /kg i.p. o del Compuesto XXXV a una dosificacién de 100 mg/kg i.p.,
después de que se repitiera el segundo grupo de CRD. Las Figuras 15(a) y (b) muestran los resultados de estos
experimentos.

Para determinar la eficacia de la mesalamina o del Compuesto XXXV sobre el musculo liso, se obtuvo el
cumplimiento terapéutico del colo-recto durante CRD a partir del volumen intracolorectal y de la presion y se
expresion como mli/mm Hg. Las Figuras 16(a) y (b) muestran estos resultados.

Todos los datos presentados se encuentran en forma de media + ETM, para tamafios de muestra de 4 ratas/grupo;
la comparacién estadistica de los datos pareados se llevé a cabo por medio de una prueba del orden con signo de
Wilcoxon. Una probabilidad asociada (valor p) menor que 5 % se considerd importante.

Las Figuras 15(a) y (b) muestran que el Compuesto XXXV es mas eficaz que la mesalamina (y el excipiente) a la
hora de reducir el dolor visceral como respuesta a la distensién colorectal. Ademas, de manera satisfactoria, el
Compuesto XXXV redujo la presién intrarectal, como se muestra en la Figura 16(b).

De este modo, el Compuesto XXXV, que también se ha comprobado que presenta actividad anti-inflamatoria eficaz,
resulta Gtil en el tratamiento de varias afecciones inflamatorias del tracto alimenticio, asi como de trastornos
gastrointestinales tales como sindrome del intestino irritable, dispepsia, etc., que se caracterizan por una mayor
nocicepcion visceral (con o sin inflamacion adjunta).
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Ejemplo 25
Puntuacién de Percepcidén del Dolor del Compuesto XXXV y del Compuesto XXVII con o sin glibenclamida

Se us6 un modelo de percepcion del dolor visceral en ratas como se ha descrito anteriormente para comparar las
puntuaciones de percepcion para el Compuesto XXXV y Compuesto XXVII con o sin glibenclamida, un inhibidor
canales de K* sensibles a ATP (Katp).

La Figura 17 muestra la puntuacién de percepcion del dolor como respuesta a 0,8 ml de distensiéon colorectal en
grupos de ratas (al menos 5 por grupo) tratadas con el excipiente, mesalamina (100 mg/kg), Compuesto XXXV (100
mg/kg) o Compuesto XXVII (100 mg/kg). Tanto el Compuesto XXXV como el Compuesto XXVII redujeron la
percepcion del dolor de forma significativa (*p < 0,05 frente al grupo tratado con el excipiente), mientras que
mesalamina no presentd efecto significativo. Se invirtid la reduccion de la percepcion del dolor por parte del
Compuesto XXXV y del Compuesto XXVII mediante pre-tratamiento con glibenclamida (10 mg/kg i.p. 30 min. antes),
mientras que el pretratamiento con glibenclamida no afecté a la percepcién del dolor de los grupos tratados con el
vehiculo o mesalamina, lo que sugiere que es posible que los canales de K™ sensibles a ATP (Katp) intervengan en
la actividad anti-nociceptiva de los Compuestos XXXV y XXVII.

Ejemplo 26

Comparacion de Puntuacion de Percepcién del Dolor del Compuesto XXXV y del Compuesto XXVII con
mesalamina

La Figura 19 muestra los resultados de un experimento que usa el mismo modelo de dolor que se ha descrito
anteriormente. Se compararon los efectos de tratamiento con mesalamina (50 mg/kg) con los efectos de
dosificaciones equimolares de Compuesto XXXV (130 mg/kg), ADT-OH (80 mg/kg), Compuesto XXVII (100 mg/kg) y
4-HTB (50 mg/kg). Unicamente el Compuesto XXXV y el Compuesto XXVII redujeron de forma significativa la
percepcion del dolor (* p < 0,05) cuando se compararon con el grupo tratado con el excipiente.

Ejemplo 27
Efectos de los Compuestos XXXV y XXVII sobre la adherencia de leucocitos al endotelio vascular in vivo

Se estudi6 la adherencia de leucocitos usando microscopia intravital, como se ha descrito previamente (Wallace et
al., (1993) Am. J. Physiol. 265: 993-998). Se anestesiaron las ratas con pentobarbital de sodio (60 mg/kg i.p.) y se
hicieron incisiones cauterizadas a lo largo de la zona abdominal. Se llevé a cabo una traqueotomia para facilitar la
respiracion. Se colocaron las ratas en decubito supino y se dejo al descubierto una parte del mesenterio por medio
de incisién abdominal. Se colocé con cuidado el mesenterio sobre un soporte de vision épticamente transparente
gue permitié la trans-iluminacién de un pedazo de tejido de 2 cm®. Se cubri6 todo el tejido expuesto con una gasa
mojada en solucion salina para minimizar la deshidratacion. Se mantuvo la temperatura del soporte en 37 °C y se
sometid a perfusion con una solucién salina de tampén de bicarbonato (pH 7,4). Se usaron un microscopio intravital
(Nikon L25/0,35) y una lente de 10 aumentos para observar la micro-circulacion meséntrica. Se escogieron vénulas
pos-capilares con diametros que variaron de 20 a 40 um para el estudio. Una videocamara montada sobre el
microscopio (PanasonicTM digital 5000) proyect6 al imagen sobre una pantalla y se grabaron las imagenes para
andlisis en modo de lectura de grabacion usando un grabador de cintas de video. Se grabaron las imagenes de la
micro-circulacién meséntrica 5 minutos antes de la administracion de la aspirina (linea base), en el momento de la
administracion de la aspirina (tiempo 0-5) y cada 15 minutos durante 60 minutos. Se cuantifico de forma inadvertida
la adherencia de leucocitos a partir de las imagenes de cinta de video de los vasos sanguineos, fabricadas durante
periodos de 5-minutos, como el nimero de leucocitos que permanecian en estado estacionario a lo largo de la pared
de vaso sanguineo durante 30 s 0 mas (expresado por cada 100 um de longitud de vénula). Se pre-trataron grupos
de ratas (al menos 5 en cada uno) con el Compuesto XXXV (130 mg/kg), Compuesto XXVII (100 mg/kg),
mesalamina (50 mg/kg) o el excipiente 60 min antes de la administracién de la aspirina (o0 del excipiente). Estos
farmacos se suministran por via intragastrica. En algunos experimentos, se trataron las ratas con glibenclamida (10
mg/kg i.p.) 0 excipiente 30 min antes de la administraciéon de estos compuestos.

La Figura 19 muestra la adherencia de leucocitos como respuesta a la administracion intragastrica de aspirina, y los
efectos de los compuestos. La aspirina mejoré de forma marcada la adherencia de leucocitos con respecto a la
observada en el periodo de linea base (*p < 0,05 frente al grupo excipiente + excipiente. El pretratamiento con el
compuesto XXXV, pero no con mesalamina, evito el aumento de adherencia de leucocitos inducido por la aspirina.
La glibenclamida sola no afecta a la adherencia de leucocito, y no afecta a la cantidad de adherencia de leucocitos
inducida por la aspirina. La glibenclamida tampoco presento efecto alguno en el grupo tratado con mesalamina mas
aspirina. No obstante, la glibenclamida invirti6 el efecto regulador del Compuesto XXXV con respecto a la
adherencia de leucocitos inducida por la aspirina.

La Figura 20 muestra la adherencia de leucocitos para el periodo de tiempo final del experimento (minutos 60-65).
Esta gréfica ilustra la capacidad del Compuesto XXXV y del Compuesto XXVII para suprimir la adherencia de
leucocitos inducida por la aspirina, y la capacidad del pre-tratamiento con glibenclamida para invertir este efecto
inhibidor sobre la adherencia de leucocitos.
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Ejemplo 28

Generacion de H ,S por parte de 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-feni | éster de acido 5-amino-2-hidroxi-benzoico
(Compuesto XXXV) y acido 4- o 5-amino-2-(4-tiocarbamoil  fenoxicarboniloxi)-benzoico (denominado como
Compuesto XXVII)

Se sometieron a ensayo dos compuestos, Compuesto XXXV y Compuesto XXVII, en cuanto a la generacion
de H,S en tres condiciones diferentes. También se midieron las concentraciones de H,S generadas durante
1 hora desde concentraciones 1 mM de L-cisteina, el resto liberador de H,S del Compuesto XXXV, ADT-
OH (5-(4-amino-fenil)-[1,2]ditiol-3-tiona, el resto liberador de H,S del Compuesto XXVII, 4-HBT (4-
hidroxitiobenzamida). Se someti6 a ensayo la liberacion de H,S en tres condiciones: (i) cuando el
compuesto se encontraba en tampoén, (i) cuando el compuesto se encontraba en homogeneizado de
higado, y (iii) cuando el compuesto se encontraba en homogeneizado de higado junto con un inhibidor de
cistationina y-liasa (PAG = propargilglicona-DL; 2 mM). Los resultados se muestran en la Figura 13. *p <
0,05 en comparacion con la liberacién del grupo de excipiente. Wp > 0,05 frente al correspondiente grupo de
“homogeneizado”. Se determind la capacidad enzimatica de la produccién de H,S usando el mismo reactor
gue se ha descrito previamente (Khan et al. (1980) Microchem J. 25:388-395). Se introdujeron dos ml de
una mezcla de reaccién de ensayo en el reactor. La mezcla contenia 1 mM de L-cisteina (0 compuesto),
2mM de 5'-fosfato de piridoxal, 100 mM de tampoén de fosfato de potasio (pH = 7,4). Se hizo pasar una
corriente constante de nitrégeno a través de la mezcla por medio de capilaridad por entrada de gas. Se
iniciaron las reacciones transfiriendo los tubos de un bafio de hielo hasta un bafio de agua a 37 °C. La
corriente de nitrégeno transporté el sulfuro acido al segundo reactor que contenia 4 ml de solucién tamp6n
antioxidante de sulfuro (SAOB), formada por KOH 2M, acido salicilico 1M y acido ascérbico 0,22 M a pH
12,8[5]. Tras incubacién a 37 °C durante 90 minutos, se afiadié 1 ml de solucién de &cido tricloroacético 10
% a la mezcla para detener la reaccion. El H,S restante de la mezcla se llevé a cabo por medio de corriente
de nitrégeno por medio de incubacién otros 60 minutos a 37 °C. Se midi6 la concentracién de sulfuro en
solucion de SAOB con un electrodo sensible a sulfuro (electrodo Modelo 9616 Sz'/Ag+, Orion Research,
Beverly, MA, EE.UU.). Para lo estudios en los que los compuestos de ensayo se sometieron a incubacion
en homogeneizado de higado, se homogeneizaron 100-150 mg de higados de rata aislados en 1m) de
extractor de proteina T-PER enfriado en hielo. Se afiadieron los homogeneizados a la mezcla de reaccion a
una concentracion de 10 % (peso/volumen). Se incubé propargilglicina-DL 2 mM con homogeneizados de
higado durante 5 min a 37 °C antes de la reaccién con la enzima. Khan, S.U. Morris, G.F. and Hidiroglou,
M. (1980) Rapid estimation of sulfide in rumen and blood with a sulfide-specific ion electrode. Microchem J.
25:388-395.

Los resultados que se muestran en la Figura 21 sugieren que los derivados 4- 0 5-ASA de la presente invencién vy,
en particular, el Compuesto XXXV y el Compuesto XXVII presentan las siguientes caracteristicas distintas:

1.

Los derivados liberan H,S de forma espontanea (en tampén), lo que resulta deseable para un efecto
topico en el intestino. Los restos que liberan H2S solos, ADT-OH y 4-HTB y L-cisteina no dieron lugar a
liberacién importante de H,S cuando se incubaron solo en tampén;

La liberacién de H,S es mayor cuando se produce en presencia de tejido;

La liberacion de HS de los derivados 4- o 5-ASA (distintos de anhidrido de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-
benzoico con N-acetil-cisteina (Férmula X), tiene lugar de forma independiente de la actividad de las dos
enzimas principales de la sintesis enddgena de H,S (cistationina B-sintasa y cistationina-y-liasa). Esto
gueda demostrado por la ausencia de efecto de un inhibidor de estas enzimas (PAG; propargilglicina-DL),
sobre la generacion de H,S a partir del Compuesto XXXV y el Compuesto XXVII. Por el contrario, la
liberacién de H,S de L-cisteina queda inhibida de forma intensa por PAG,

Las concentraciones de H,S producidas por el Compuesto XXXV y el Compuesto XXVII se encuentran
dentro del intervalo de 10-20 uM cuando se usa 1 mM del compuesto. Se pueden medir concentraciones
de mesalamina 5 mM en el lumen colénico después de que los pacientes han tomado dosificaciones
normales de este farmaco (Dig. Dis. Sci. 1989; 34: 573-578). Las concentraciones endogenas de H,S
pueden ser tan elevadas como 160 uM (Antioxid. Redox. Signal. 2003; 5, 493-501). Tanto el Compuesto
XXXV como el compuesto XXVII liberan H>S en concentraciones que se encuentran dentro del intervalo
fisiolégico, minimizando de este modo la posibilidad de toxicidad debida a H»S. No obstante, debe
entenderse que cuando la n-acetilcisteina es el resto liberador de H,S (compuestos de Formula X), se
usa una dosificacién menor debido a una mayor liberaciéon de H,S procedente de la cisteina.

Ejemplo 29

Efectos vasorrelajantes de los restos liberadores de H.S

Se llevaron a cabo los siguientes experimentos usando esencialmente el protocolo descrito en Bucci, M. et al.
(2004). La angiopatia diabética en ratones se encuentra ligada a la eliminacién progresiva del receptor simpatico
acoplado a una expresion mejorada de caveolina-1. Arterioscler Thromb Vasc Biol 24: 721-726. Se sacrificaron
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ratones CD-1 y se diseccioné rapidamente la aorta toracica y se limpidé de tejido graso y conectivo. Se cortaron
anillos de 1,5-2 mm de longitud y se montaron sobre un bafio aislado de 6rgano (Fort 10 World Precision
Instruments, EE.UU.) relleno con solucién de Krebs gasificada (95 % de O, + 5 % de CO§ a 37 °C. Se registraron
los cambios de tension isométrica con un sistema de adquisicion de datos PowerLab' (Ugo Basile, Italia). La
composicion de la solucion de Krebs fue la siguiente (mol/l): NaCl 0,118, KCI 0,0047, MgCI2 0,0012, KH2PO4
0,0012, CaCl2 0,0025, NaHCO3 0,025 y glucosa 0,010. Inicialmente se estiraron los anillos hasta alcanzar una
tension de reposo de 1,5 g y se equilibran durante al menos 40 minutos durante los cuales se ajustd la tension,
cuando fue necesario, hasta 1,5 g y se cambié de forma periddica la solucién del bafio. En un estudio preliminar se
encontré que una tension en reposo de 1,5 g desarrollaba la tension 6ptima para la estimulacién con agentes de
contraccion.

En cada uno de los experimentos se estandarizaron los anillos usando L-fenilefrina (PE) 1 pumol/l hasta que las
respuestas fueron reproducibles. Para evaluar el efecto vasorrelajante de los compuestos sometidos a ensayo, se
llevaron a cabo curvas acumuladas de concentracion-respuesta (10 nM-3 mM) sobre anillos preconcentrados PE (1
1M) para los siguientes compuestos:

o~ ;
IS Q"\.‘
R A

3 §
%es d
Aot P e
A T
b /‘i /"*': S
.10.. NS

2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3,2,4-ditiadifosfetan-2,4-disulfuro (reactivo de Lawesson),

tioacetamida, NaHS, 4-HTB y Na,S. El vehiculo representa tamp6n pero no compuesto. Se construyeron curvas de
los compuestos sometidos a ensayo en presencia de endotelio. Para evaluar la integridad del endotelio se llevé a
cabo una curva de concentracion-respuesta acumulada de Ach (10 nM — 30 uM) en anillos de PE previamente
sometidos a contraccion.

Los datos se muestran en la Figura 22 y se expresan como media + ETM. Se determind el nivel de significacion
estadistica por medio de analisis de varianza de doble factor (ANOVA) seguido de ensayo de Bonferroni para
comparacion maltiple, usando el soporte légico GraphPadTM.

La Figura 22 muestra que los restos liberadores de H,S de la presente invencion, concretamente, el Reactivo de
Lawesson, 4-HTB y tioacetamida, mostraron todos efectos vasorrelajantes importantes, que dependian de la
concentracién, en comparacion con el vehiculo. Ademas, todas las curvas de relajacion en % fueron comparables
con las obtenidas usando NaHS y Na;S.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula general:
A-L-R (1)
en la que

5 Aes

COOH
H\;(OH
A |
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I

en la que —N= se encuentra bien en la posiciéon 4 6 5,

O—0

en la que —NH se encuentra bien en la posicién 4 6 5,

I
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»
A
HoN
10
en la que —NH; se encuentra bien en la posicion 4 6 5,
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en la que —NH; se encuentra bien en posicién 4 6 5;
L es O, O-C=0, S, N o un enlace covalente para formar una unién de tipo éster, anhidrido, tioéster, amida o azo; y

R es un resto liberador de acido sulfhidrico que se escoge entre el grupo constituido por:
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0 una de sus sales.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que se escoge entre el grupo que comprende:

Acido 2-hidroxi-4- o 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenilazo]-benzoico;

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico;

Acido 4- 0 5-amino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarboniloxi]-benzoico,

Acido 2-hidroxi-4 6 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonilamino]-benzoico;

Acido 4- o 5-{[(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metil]-azo}-2-hidroxi-benzoico;

Acido (1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metil 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico;

Acido 4- o 5-amino-2-[(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metoxicarboniloxi]-benzoico;

Acido 4- o 5- [(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-metoxicarbonilamino]-2-hidroxi-benzoico;

Acido 4- o 5-(2-acetilamino-3-mercapto-propionilamino)-2-hidroxi-benzoico;

Acido 2-(2-acetilamino-3-mercapto-propioniloxi)-4- o 5-amino-benzoico;

Acido 2-hidroxi-4 6 5-({4-[4-(4-metoxi-fenil)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-fenoximetiI}-azo)-
benzoico;

Acido 4 6 5-amino-2-{4-[4-(4-metoxi-fenil)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-
fenoximetoxicarboniloxi}-benzoico;

Acido 2-hidroxi-4 6 5-{4-[4-(4-metoxi-feniI)-2,4-diti0x0-2)\5, 4)\5-[l,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-
fenoximetoxicarbonilamino}-benzoico;

4-[4-(4-metoxi-feniI)-2,4-diti0xo-2)\5, 4)\5-[l,3,2,4]ditiadifosfetan-2-i|]-fen0ximetil éster de acido 4- o 5-amino-2-
hidroxi-benzoico;

4-[4-(4-hidroxi-feni|)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-i|]-feni| éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-
benzoico;

Acido 4- o 5-amino-2-{4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoxicarboniloxi-}-
benzoico;

Acido 2-hidroxi-4- o 5-{4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-Z-iI]—
fenoxicarbonilamino}-benzoico;

Acido 4- o 5-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilazo)-2-hidroxi-benzoico;

Acido 2-(4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoilamino)-4-tiocarbamoil-butirico;

Acido 4- o 5-amino-2-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilcarbamoiloxi)-benzoico;

Acido 2-hidroxi-4- o 5-[3-(1-hidroximetil-3-tiocarbamoil-propil)-ureido]-benzoico;

Acido 4- 0 5-amino-2-(2-amino-4-tiocarbamoil-butiriloxi)-benzoico;

Acido 4- o0 5-(2-amino-4-tiocarbamoil-butirilamino)-2-hidroxi-benzoico;

Anhidrido de &cido 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico con acido 2-amino-4-tiocarbamoil-butirico;

4- 0 5-amino-2-hidroxibenzoato de 4-tiocarbamoilfenilo;

Acido 4- 0 5-amino-2-(4-tiocarbamoil-fenoxicarboniloxi)-benzoico;

Acido 2-hidroxi-4- o 5-(4-tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-benzoico;

Tiocarbamoilmetil éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico;

Acido 4- o 5-amino-2-tiocarbamoilmetoxicarboniloxi-benzoico;

Acido 2-hidroxi-4- o 5-tiocarbamoilmetoxicarbonilamino-benzoico;

Acido 4- 0 5-amino-2-(2-mercapto-etoxisulfoniloxi)-benzoico; y

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 5-amino-2-hidroxi-benzoico;

0 una de sus sales.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que se escoge entre el grupo que comprende:

Acido 2-hidroxi-4- o 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenilazo]benzoico;

4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoico;

Acido 4- o 5-amino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarboniloxi]-benzoico;
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Acido 2-hidroxi-4- o 5-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonilamino]-benzoico;

Acido 4- o0 5-(2-acetilamino-3-mercapto-propionilamino)-2-hidroxi-benzoico; acido 2-(2-acetilamino-3-
mercapto-propioniloxi)-4- o 5-aminobenzoico;

4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[l,3,2,4]ditiadifosfetan-2-i|]-feniI éster de acido 4- o 5-amino-2-hidroxi-
benzoico;

Acido 4- o 5-amin0-2-{4-[4-(4-hidroxi-feniI)-2,4-diti0x0-2)\5, 4)\5-[l,3,2,4]ditiadifosfetan-2-iI]-fenoxicarboniloxi]-
benzoico;

Acido 2-hidroxi-4- o 5-{4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,4-ditioxo-2)\5, 4)\5-[1,3,2,4]ditiadifosfetan-z-il]-
fenoxicarbonilamino]-benzoico;

Acido 2-(4- o 5-amino-2-hidroxi-benzoilamino)-4-tiocarbamoil-butirico;

Acido 4- o 5-amino-2-(1-carboxi-3-tiocarbamoil-propilcarbamoiloxi)-benzoico;

4- 0 5-amino-2-hidroxibenzoato de 4-tiocarbamoilfenilo;

Acido 4- o 5-amino-2-(4-tiocarbamoil-fenoxicarboniloxi)-benzoico;

Acido 2-hidroxi 4- o 5-(4-tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-benzoico; y acido 4- o 5-amino-2-(2-mercapto-
etoxisulfoniloxi)-benzoico;

0 una de sus sales.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fenil éster de acido 5-amino-2-
hidroxi-benzoico, o0 una de sus sales.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2, 4-tiocarbamoilfenil-5-amino-2-hidroxibenzoato, o una de sus
sales.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto que se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 o una de sus sales aceptables farmacéuticamente y un excipiente o vehiculo aceptable
farmacéuticamente.

7. El uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno inflamatorio del tracto gastrointestinal en un sujeto.

8. El uso de un compuesto que se reivindica en la reivindicacién 7, en el que el trastorno inflamatorio se escoge
entre el grupo constituido por enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y sindrome del intestino irritable.

9. El uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para la preparacién de un
medicamento para la prevencion del cancer de colon.
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Adherencia de leucocitos
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