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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica para la prevencion y el tratamiento de la restenosis que comprende los derivados del
isoxazol

Campo Técnico

La presente invencion se relaciona con una composicion farmacéutica para la prevencion y el tratamiento de la
reestenosis, y mas particularmente, con una composicion farmacéutica para la prevencién y el tratamiento de la
reestenosis, que comprende los derivados del isoxazol o sus sales farmacéuticamente disponibles como
componentes efectivos.

Antecedentes de la Técnica

Como uno de los métodos para tratar las enfermedades isquémicas representadas por angina de pecho o infarto de
miocardio, la angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA) recientemente ha sido ampliamente utilizada en
lugar de la cirugia del bypass. En este caso, la PTCA se realiza por via transcutanea insertando un catéter especial
que tiene un balén unido a un extremo frontal de este, en un sitio estenético de la arteria coronaria a partir de la
arteria periférica y que expande el sitio estenético mediante la inflamacién del balén. La angioplastia coronaria que
utiliza el catéter del balon, ha sido evaluada como un excelente terapéutico, dado que tiene una tasa de mejoria
relativamente alta de angina de pecho y un riesgo bajo para inducir la aparicion del infarto de miocardio. Sin
embargo, la reestenosis en el mismo sitio se desarrolla a una frecuencia de 40 a 50% después de la angioplastia
coronaria utilizando el catéter del balon. En este caso, la PTCA o la cirugia del bypass deben realizarse de nuevo.

Con el fin de resolver los problemas anteriores, un método que utiliza una canula endoluminal ha sido utilizado para
tratar un vaso sanguineo estenosado y mantener un flujo sanguineo normal, insertando una canula endoluminal
metalica de acero inoxidable en un vaso sanguineo estenosado e inflamando el vaso sanguineo estenosado en un
tamafio original del vaso sanguineo. Se reportd que esta colocacién la ca’nula endoluminal coronaria reduce la tasa
de reestenosis aproximadamente un 10%. Sin embargo, el método utilizando una canula endoluminal también tiene
problemas que la reestenosis vuelve a caer a una frecuencia alta, y también es dificil aplicar una canula endoluminal
a un vaso sanguineo doblado, ya que el stent pierde la flexibilidad.

El mecanismo para la aparicion de la reestenosis intrastent, se estudio para resolver los problemas anteriores. Como
resultado, se reportd que, a diferencia del mecanismo en la intervencién utilizando un balén, el mecanismo de la
reestenosis después de la operacion de colocacion de la canula endoluminal se debe a la hiperplasia neo intima
causada por los barotraumas de la pared del vaso y los estimulos continuos por cuerpos extrafos, y la pseudo
reestenosis intra-canula endoluminal puede ocurrir cuando el vaso sanguineo no se infla suficientemente durante la
operacién de colocacion del stent (ver Hoffman R, et al., Circulation, 94:1247-1254, 1966: Dussainllant GR, et al., J.
Am. Coll. Cardiol., 26:720-724, 1995). Recientemente, se conoce que la reaccion de hiperplasia con el dafio de las
células endoteliales se asocia con el polimorfismo de un gen de la enzima convertidora de angiotensina (ACE). En el
caso, se observo un rasgo genético D/D en 80% de lesiones restendticas intrastent difusas, y se encontré en 36% de
lesiones focales, lo que indica que el rasgo genético es uno de los factores que pueden afectar la reestenosis (ver
Ribichini F, et al., Circulation, 97:141-154, 1998). También, se espera que la formacién neo intima causada por la
proliferacion de células del musculo liso vascular en medio de vaso sanguineo y la migracion de las células del
musculo liso vascular en la membrana de pared juegue el papel mas importante en el mecanismo de la reestenosis.
A partir de estos resultados de la investigacién, recientemente se ha considerado que la reestenosis del vaso
sanguineo ocurre debido a la proliferaciéon de células del musculo liso vascular en vaso sanguineo dafiado después
de la intervencion, la hiperplasia neo intima causada por los factores de crecimiento y matriz citoplasmica, la
remodelacion vascular por la reaccion de pared del vaso con los cambios dinamicos en vaso sanguineo, etc. (ver
Epstein SE., et al., J. Am. Coll. Cardiol., 23:1278-1288, 1994; Glagov S, Circulation, 89:28888-28891, 1994).

La célula del musculo liso vascular normal no crece, pero la divisién, migracion y proliferacion de la célula del
musculo liso vascular se inducen a través de las cascadas de transduccion de sefales cuando el medio de la célula
endotelial se dafia por una operacion de colocacion de la canula endoluminal, etc. Los mecanismos de proliferacion
de la célula del musculo liso vascular incluyen la eliminacion de factores de proliferacion-inhibicion, la activacion de
factores de promocién-proliferacion por el dafio de células endoteliales normales, la transduccion de las sefiales de
promocion-proliferacion a través de los receptores sobre una superficie celular de la célula del musculo liso vascular,
y los cambios en ciclo celular por las sefiales de promocién-proliferacion transducidas en el nucleo de la célula del
musculo liso vascular, etc. La célula endotelial normal segrega los factores que inhiben la proliferacion de célula del
musculo liso vascular, pero se ha reportado que, cuando la célula endotelial se dafa, la secrecion de estos factores
se inhibe, y la proliferacion de la célula del musculo liso vascular se induce por la trombina, un factor de crecimiento
del fibroblasto (FGF) y un factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) que se secretan a partir de la
plaqueta activada, y los radicales libres de oxigeno generados por el dafio celular (ver Palmer RMJ, et al., Nature,
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327:524-526. 1987; Kinsella MG, Wight TN, J. Cell Biol., 102:678-682, 1986: McNamara CA, et al., J. Clin. Invest.,
91:94-98, 1993).

Nuevos equipos de PTCA, tales como angioplastia con laser, aterectomia rotacional de alta velocidad y angioplastia
coronaria utilizando un balén de corte han sido introducidos para prevenir la reestenosis, y también ha habido
intentos para prevenir la reestenosis después de la angioplastia coronaria, utilizando farmacos tales como un agente
anti-plaquetas, un agente anti-trombotico, un vasodilatador, un agente citostatico, etc. Entre ellos, un stent liberador
del farmaco cuya superficie esta recubierta con un agente citostatico tal como la rapamicina o el paclitaxel, se ha
demostrado que es el mas efectivo. Estos farmacos inhiben potentemente la division, migracion y proliferacion de
células del muasculo liso vascular en vaso sanguineo, que son la causa de la reestenosis. Se ha reconocido que dos
clases de stents liberadores del farmaco tienen dicho excelente efecto para inhibir la reestenosis que los stents
liberadores del farmaco toman mas del 90% del mercado de angioplastia coronaria en EE.UU., en los dos afios
después de que los stents liberadores del farmaco fueran lanzados el 2004 por EE. UU.

Sin embargo, se reporté que la canula endoluminal liberadora del farmaco utilizando un agente citostatico tiene un
riesgo para aumentar la ocurrencia de trombosis de canula endoluminal tardia en pacientes, después de uno o méas
meses de la operacion de colocacién de la canula endoluminal (2006 World Cardiology Congress in Barcelona). En
consecuencia, la FDA recomienda que los pacientes tomen un agente anti-trombotico por al menos un afio después
de la operacion de colocacion de la canula endoluminal, y ser seguidos para chequear el riesgo de trombosis de
canula endoluminal tardia (ver http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/06/briefing/2006-4253b1_01.pdf). Puede haber
varias causas de estos efectos secundarios de las canulas endoluminales liberadores del farmaco, pero una de las
causas mas importante es que las heridas de la pared del vaso en un sitio con stent durante el procedimiento de
colocacion de la canula endoluminal no se cicatrizan o se retrasa su cicatrizacion (ver Renu Virmani, Circulation
2005; 112;270-278). Los farmacos por si mismos se consideran como la causa del retraso de cicatrizacién de la
herida en la pared del vaso. Todos los farmacos utilizados recientemente son agentes citostaticos, y estos agentes
citostaticos inhiben la division, migracion y proliferacién de la célula endotelial vascular que sirve para cicatrizar las
heridas de la pared del vaso, asi como inhiben la divisién, migracion y proliferacion de la célula del musculo liso
vascular que son las causas de la reestenosis. Es decir, estos farmacos no tienen selectividad hacia la célula del
musculo liso, de manera que tienen un efecto para inhibir la reestenosis y también un efecto secundario para
retrasar la cicatrizacion de la herida de la pared del vaso, dado que los farmacos no tienen cierta selectividad contra
las células (Sarembock, Drug Discov Today: Dis Mech (2007), doi:10.1016/j.ddmec. 2007.10.007). Por lo tanto,
existe una demanda urgente para el desarrollo de los suministros médicos que prevengan la reestenosis y que
tampoco tengan efectos secundarios para inhibir la cicatrizacion de la herida de la pared del vaso.

Mientras tanto, se conoce que la proteina "Wnt" es una glicoproteina secretora que tiene un peso molecular de
aproximadamente 40kDa y es rica en cisteina, y se asocia con diferentes procesos de desarrollo incluyendo
diferenciacion y proliferacion celular y la polaridad de la célula (Moon RT et al., Science, 2002; Reya T and Clevers
H, Nature, 2005). Se ha reportado que 19 proteinas Wnt se identifican en humanos, y también estan presentes en
humanos 10 proteinas frizzled y 2 co-receptores (LRP5 y 6) que funcionan como un receptor de Wnt (He XC et al.,
Nat Genet, 2004, Tamai K et al, Mol Cell, 2004, Tamai K et al., Nature, 2000).

Recientemente, se reportdé que la ruta de transduccién de sefial de Wnt juega un papel importante en el
mantenimiento y diferenciacion y promocion del crecimiento de células madre (Reya T et al., Nature., 2003;
Trowbridge JJ et al., NatuerMed., 2006), y por lo tanto existen muchos intentos para desarrollar las proteinas Wnt
como sustancias para la regeneracion de tejidos, prevencion de pérdida de cabello, hematopoyesis, y promocién de
crecimiento, mantenimiento y diferenciacion de células madre.

Los presentes inventores han intentado resolver los problemas anteriores, y encontraron que los derivados del
isoxazol y las sales farmacéuticamente disponibles de estos que sirven como agonistas que tienen un efecto para
agonizar la transduccion de la sefial Wntf -catenina, es efectiva para prevenir y tratar la reestenosis. Por lo tanto, la
presente invencion se completd sobre la base de los hechos anteriores.

Divulgacién de la Invencién
Problema Técnico

La presente invencion se disefia para resolver los problemas de la técnica anterior, y por lo tanto es un objeto de la
presente invencidén proporcionar una composicion farmacéutica que tiene un efecto para prevenir y tratar la
reestenosis, ya que la composicion farmacéutica comprende los derivados del isoxazol o sus sales
farmacéuticamente disponibles como componentes efectivos.

También, es otro objeto de la presente invencién proporcionar un método para la prevencion o tratamiento de la
reestenosis vascular sin ninguno de los efectos secundarios de la trombosis de canula endoluminal tardia causada
por la inhibicidon de la cicatrizacion de la herida en la célula endotelial vascular empleando los derivados de los


http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/�

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2379746 T3

isoxazoles o sus sales farmacéuticamente disponibles como un componente efectivo para proporcionar la actividad
anti-reestenosis y acelerar la re-endotelizacion.

Solucion Técnica

Antes de la descripcion detallada de esta especificacion de la presente invencion, los términos validos utilizados en
esta aplicacion se definen, de la siguiente manera.

a) Grupo alquilo: se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado, saturado o insaturado que contiene de 1 a 10
atomos de carbono, en donde uno o mas hidrogenos puede ser sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados de un grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbamil (-O-(C=0)-
NH>), ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi y guanido con el nimero maximo
posible, independientemente del orden y la clase de este.

b) Grupo cicloalquilo: se refiere a un compuesto hidrocarburo de anillo no-aromatico, monociclico o policiclico, tanto
saturado como parcialmente insaturado, que consiste de 3~12 miembros constitucionales del anillo con 0~5
heteroatomos, tales como oxigeno, azufre, nitrégeno, etc., en este. Este puede ser 3-12-gon compuesto de anillo
Unico o compuesto de anillo fusionado en donde uno o mas hidrogenos pueden ser sustituidos con uno o mas
sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-
carbamoil (-O-(C=0)-NHy), ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi, guanido al
ndmero maximo posible, independientemente del orden y la clase de este.

Ejemplos concretos del grupo cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, morfolinilo, homomorfolinilo, tiomorfolinilo, homotiomorfolinilo, tiomorfolinilo S-
oxido, tiomorfolinilo S,S-diéxido, piperidinilo, homopiperidinilo, piperazinilo, homopiperazinilo, pirrolidinilo, pirrolinilo,
tetrahidropiranilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo, oxazolidinonilo, dihidropirazolilo, dihidropirrolilo,
dihidropirazinilo, dihidropiridinilo, dihidropirimidinilo, dihidrofurilo, y dihidropiranilo.

c¢) Grupo arilo: se refiere un grupo aromatico incluyendo un hidrocarburo de anillo aromatico fusionado o unico que
consiste de 5 a 15 miembros en el anillo y grupo heteroaromatico con 1 a 5 heteroatomos, tales como oxigeno,
azufre o nitrogeno, en donde uno o mas hidrégenos pueden ser sustituidos con uno o mas sustituyentes
seleccionados de un grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbamoil (-O-
(C=0)-NH;), ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi, guanido, y las
combinaciones de estos al numero maximo posible, independientemente del orden y clase de este.

Ejemplos concretos del grupo arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, piridinilo, pirimidinilo,
quinolinilo, benzotienilo, indolilo, pirazinilo, isoindolilo, isoquinolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, ftalazinilo,
imidazolinilo, isoxazolilo, pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, indolizinilo, indazolilo, benzotiazolilo, benzimidazolilo,
benzofuranilo, tienilo, pirrolilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, oxazoloporidinilo, imidazopiridinilo,
isotiazolilo, cinnolinilo, carbazolilo, isocromanilo, cromanilo, tetrahidroisoquinolinilo, isoindolinilo,
isobenzotetrahidrofuranilo, isobenzotetrahidrotienilo, isobenzotienilo, benzoxazolilo, piridopiridinilo,
benzotetrahidrofuranilo, benzotetrahidrotienilo, purinilo, benzoclioxolilo, triazinilo, fenoxazinilo, fenotiazinilo,
pteridinilo, benzotiazolilo, imidazopiridinilo, imidazotiazolilo, dihidiobenzisoxazinilo, benzisoxazinilo, benzoxazinilo,
dihidrobenzisotiopiranilo, benzopiranilo, benzothiopiranilo, coumarinilo, isocoumarinilo, cromonilo, cromanonilo,
piridinil-N-6xido,  tetrahidroquinolinilo-N-6xido,  dihidroquinolinilo,  dihidroquinolinonilo,  dihidroisoquinolinonilo,
dihidrocoumarinilo, dihidroisocoumarinilo, isoindolinonilo, benzodioxanilo, benzoxazolinonilo, pirrolilo-N-6xido,
pirimidinilo-N-6xido, pirazinilo-N-6xido, quinolinilo-N-6xido, indolilo-N-6xido, indolinilo-N-6xido, pirazinilo-N-6xido,
isoquinolilo-N-6xido, quinazolinilo-N-6xido, quinoxalinilo-N-6xido, ftalazinilo-N-6xido, inidazolinilo-N-éxido, isoxazolilo-
N-6xido, oxazolilo-N-6xido, tiazolilo-N-6xido, indolizinilo-N-6xido, indazolilo-N-6xido, benzotiazolilo-N-6xido,
benzimidazolilo-N-6xido, pirrolilo-N-6xido, oxadiazolilo-N-6xido, tiadiazolilo-N-6xido, triazolilo-N-6xido, y tetrazolilo-N-
oxido.

d) Halo: generalmente se refiere a fltor, cloro, bromo y yodo.

Para conveniencia de la explicacién, los términos utilizados en la presente invencién seran utilizados en las formas
abreviadas definidas a continuacion.

- N,N-dimetilformamida: DMF
- tetrahidrofurano: THF
- 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida: EDC

- 1-hidroxibenzotriazol hidrato: HOBt
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- 1,1’-carbonildiimidazol: CDI

- difenilfosforil azida: DPPA

- trietilamina: TEA

- metil: Me

- etil: Et

En lo sucesivo, las modalidades ejemplares de la presente invencion seran descritas con mas detalle.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica para la
prevencion y el tratamiento de la reestenosis, que comprende una cantidad terapéutica efectiva de los derivados del
isoxazol, representados por la siguiente Formula 1 o las sales farmacéuticamente disponibles de estos:

[Férmula 1]

O-r\q H
R\ N-\ /A_,R
(CHz)m 2

en donde, R4 es fenilo, furanilo o tienilo que es sustituido o no-sustituido con al menos un sustituyente seleccionado
del grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbamoil (-O-(C=0)-NH), ciano,
halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi y guanido,

mes203,
A es unenlace, O, S, SO, 0 S(=0),, ¥

R es imidazolilo, pirazolilo, triazolilo, tetrazolilo o piridinilo que es sustituido o no sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbanoilo
(-O-(C=0)-NHy), ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi y guanido.

Ademas de los compuestos representados por la Férmula Quimica 1, las sales de adicion de acido o base
farmacéuticamente aceptables y los isémeros estereoquimicos de este, estdn en el rango de los derivados del
isoxazol de la presente invencion. Mientras se mantiene la actividad del compuesto original en los sujetos
administrados con estos sin efectos indeseables, cualquier sal esta dentro del alcance de la presente invencion, y
por consiguiente no se impone una limitacién particular. Las sales pueden ser sales organicas o inorganicas. Se
prefieren las sales de acido acético, nitrico, aspartico, sulfonico, sulfdrico, maleico, glutamico, férmico, succinico,
fosférico, ftalico, tanico, tartarico, bromhidrico, propidénico, bencenosulfénico, benzoico, estearico, esilico, lactico,
bicarbonico, bisulfurico, bitartarico, oxalico, butirico, edetato calcico, camsilico, carbénico, clorobenzoico, citrico,
edético, toluenosulfénico, edisilico, esilico, fumarico, glucéptico, pamoico, glucénico, glicolilarsanilico, metilnitrico,
poligalacturénico, hexilresorcinoico, malénico, hidrabamico, clorhidrico, yodhidrico, hidroxinaftoico, isetionico,
lactobidnico, mandélico, estolico, metilsulfurico, mucico, napsilico, mucdnico, p-nitrometanosulfénico, hexamico,
pantoténico, monohidrégeno fosférico, fosférico diacido, salicilico, sulfamico, sulfanilico, metanosulfénico, o teéclico.

También, la forma de sal basica puede incluir, por ejemplo, sal de amonio, sales de metal alcalino y sales de metal
alcalinotérreo tales como sales de litio, sodio, potasio, magnesio y calcio, sales de bases organicas, tales como
sales de bezatina, N-metil-D-glucamina, de hidrabamina, y aminoacidos tales como arginina y lisina.

Mientras tanto, la forma de sal se puede convertir a formas libres mediante el tratamiento con bases o acidos
apropiados.

El término “sal de adicion” como se utiliza en este documento significa las sales que incluyen, los solvatos que
pueden formar los compuestos de férmula Quimica 1 o las sales de estos. Los solvatos se pueden ejemplificar por
hidratos y alcoholatos.
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Como se utiliza en este documento, el término “isémeros estereoquimicos de los compuestos de Férmula Quimica
1” se refiere a todas las formas posibles que pueden tener los compuestos de Férmula Quimica I. A menos que se
especifique o mencione de otra manera, los nombres quimicos de los compuestos de Formula Quimica 1, indican
mezclas de todos los posibles isdmeros estereoquimicos, incluyendo todos los diasteredmeros y enantiomeros de
estructuras moleculares basicas.

Particularmente, cada centro quiral puede tener cualquier configuracion R o S-, y los sustituyentes en los radicales
ciclicos bivalentes saturados (parcialmente) que tienen una configuracion cis- o trans. Los compuestos que tienen
dobles enlaces pueden tener estereoquimica E- o Z, si esta presente. Todos los isémeros estereoquimicos de los
compuestos representados por la Férmula Quimica 1, tienen la intencion de ser incluidos dentro del alcance de la
presente invencion.

Entre los derivados del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion, ejemplos mas
preferidos de los derivados del isoxazol incluyen, pero no se limitan particularmente a, los siguiente derivados (1) a
(70).

Derivado 1: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
Derivado 2: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-2-il-etil)-amida

Derivado 3: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-3-il-etil)-amida

Derivado 4: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida
Derivado 5: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-4-il-etil)-amida

Derivado 6: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(2-metil-imidazol-1-il)-etil]-amida
Derivado 7: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(5-metil-imidazol-1-il)-etil]-amida
Derivado 8: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(4-metil-imidazol-1-il)-etil]-amida
Derivado 9: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida
Derivado 10: &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida
Derivado 11: &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil)-amida
Derivado 12: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida
Derivado 13: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-tetrazol-2-il-etil)-amida
Derivado 14: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2- tetrazol-1-il-etil)-amida
Derivado 15: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(2-metil-imidazol-1-il)-propil]-amida
Derivado 16: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-pirazol-1-il-propil)-amida
Derivado 17: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,3] triazol-1-il-propil)-amida
Derivado 18: &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,3] triazol-2-il-propil)-amida
Derivado 19: 4cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
Derivado 20: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-tetrazol-1-il-propil)-amida
Derivado 21: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-tetrazol-2-il-propil)-amida
Derivado 22: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(4-metil-imidazol-1-il)-propil]-amida

Derivado 23: acido 5-fenil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
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acido 5-fenil-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

acido 5-o-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

acido 5-m-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

acido 5-p-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

acido 5-(2-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol- 1-il-propil)-amida
acido 5-(3-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(2-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida

acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil)-amida
acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-tetrazol-2-il-etil)-amida
acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida
acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(2-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(3-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(3-nitro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-nitro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(3-amino-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-(4-amino-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-)-il-propil)-amida

acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4]-triazol-1-il-propil)-amida
acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-I-il-etil)-amida

acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida

acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida

acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil}-amida
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Derivado 55: acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida

Derivado 56: acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-3-il-etil)-amida

Derivado 57: acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-4-il-etil)-amida

Derivado 58: acido 5-(5-bromo-tiofen-2-il)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

Derivado 59: acido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

Derivado 60: 4cido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] - triazol-1-il-propil)-amida

Derivado 61: 4cido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] - triazol-1-il-etil)-amida

Derivado 62: acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] - triazol-1-il-propil)-amida

Derivado 63: acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

Derivado 64: acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

Derivado 65: acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] - tiilazol-1-il-etil)-amida

Derivado 66: acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(piridin-2-il-oxi)-etil] - amida

Derivado 67: acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(piridin-2-il-oxi)-etil]-amida

Derivado 68: acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(1-metil-1H-tetrazol-5-il-sulfanil)-etil]-amida

Derivado 69: 4cido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(4H-[1,2,4] triazol-3-il-sulfanil)-propil]-amida

Derivado 70: &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(4-metil-4H-[1,2,4] triazol-3-il-sulfonil)- etil]-amida

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, también se proporciona un método para la prevencién o
tratamiento de la reestenosis vascular sin ninguno de los efectos secundarios de trombosis de stent tardia,
empleando los derivados de los isoxazoles representados por la féormula 1 o sus sales farmacéuticamente

disponibles como un componente efectivo para proporcionar la actividad de la antireestenosis y acelerar la re-
endotelizacion.

La reestenosis vascular puede incluir, pero no se limita particularmente a, reestenosis coronaria después de
angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA), reestenosis después de una intervencién percutanea de
enfermedades vasculares cerebrales y periféricas, estenosis vascular después de varias cirugias vasculares,
estenosis vascular después de una operaciéon de bypass y angioplastia de fistula arteriovenosa, estenosis después
de trasplante del vaso sanguineo del mismo individuo y vaso sanguineo artificial, y la arteriosclerosis.

Los derivados del isoxazol de la Féormula 1, de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion se
pueden preparar a partir de compuestos conocidos, o los compuestos que se pueden preparar facilmente a partir de
los compuestos conocidos por un experto que tenga conocimiento en el campo de sintesis de compuestos en la
técnica a la cual la presente invencién pertenece. Por lo tanto, la descripcion de un método de preparacion de
derivados del isoxazol propuesto en este documento, es solo un ejemplo preferible solamente con el propdsito de
ilustracién y el orden de las operaciones unitarias se pueden cambiar selectivamente, si es necesario, no tienen la
intencién de limitar el alcance de la invencion.

En primer lugar, el método de preparacion de los derivados del isoxazol de Formula 1, sera descrito con detalle con
referencia al siguiente Esquema 1.
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[Esquema 1]
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El material inicial (1) disponible comercialmente se puede tratar, preferiblemente con etéxido de sodio 1.0 M, en una
solucion de etanol absoluto, y se hace reaccionar con dietil oxalato para obtener un intermedio (2). Después, el
intermedio (2) se puede tratar con hidroxilamina en una soluciéon de etanol absoluto para obtener un isoxazol
intermedio (3). Luego, el intermedio (3) se puede tratar, preferiblemente con una solucién acuosa de hidroxido de
lito 1N, en la presencia de los solventes THF y metanol para sintetizar un acido carboxilico intermedio (4). El
intermedio (4) puede reaccionar con la amina deseada para obtener el compuesto final isoxazol (5) ( los compuestos
representados por la formula 1).

También, los compuestos de la Formula 1 de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion, tienen
un efecto para agonizar la transduccion de la sefial Wnt/B-catenina, como se ve de los resultados de los Ejemplos
descritos a continuacién. Por lo tanto, la presente invencion proporciona una composicion que tiene un efecto para
agonizar la transduccién de la sefial Wig/ -catenina, que esencialmente comprende una cantidad terapéutica
efectiva de los derivados del isoxazol representados por la Férmula 1, o las sales farmacéuticamente disponibles y
los portadores farmacéuticamente disponibles de estos.

En la preparaciéon de la composicion farmacéutica, los portadores se pueden seleccionar de acuerdo con las
formulaciones que seran preparadas, y las formulaciones se pueden preparar mezclando el portador con los
componentes activos, derivados del isoxazol de la Formula 1, a una relacion de mezcla apropiada.

Es decir, los componentes activos se pueden formular en una formulacion oral, parenteral, inyectable o transcutanea
de acuerdo con los usos deseados, y se preparan en una forma de dosificaciéon por unidad en el aspecto de la
administracion facil y la uniformidad de dosis.

La administracion de la composicion farmacéutica de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion
puede comprender administraciones por via intraperitoneal, intramuscular y subcutanea, asi como la administracion
oral, pero se prefiere la administracion parenteral. Por ejemplo, una composicion farmacéutica se puede administrar
con liberacién controlada, insertando una bomba osmética en humanos, y también ser administrada tdpicamente por
via parenteral en una canula endoluminal en la forma de un agente de recubrimiento. También, se prefiere
administrar por via topica la composicién farmacéutica de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente
invencién en la forma de un agente de recubrimiento, solo o en combinacién de los otros farmacos convencionales.
En este caso, un método de recubrimiento después de un método convencional de recubrimiento de la canula
endoluminal con un farmaco. Como el método de recubrimiento, un método se puede utilizar, por ejemplo
incluyendo: la mezcla de un farmaco con varios polimeros utilizados para recubrir la canula endoluminal, recubriendo
la canula endoluminal con una mezcla del farmaco utilizando un método de recubrimiento tal como caida y
centrifugado y esterilizacion del stent recubierto.

Mas preferiblemente, la composicion farmacéutica de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion
puede ser administrada tépicamente por via parenteral en la forma de un agente de recubrimiento de la canula
endoluminal.
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Se pueden utilizar portadores farmacéuticos convencionales, para la preparacion de formulaciones orales. Por
ejemplo, se pueden utilizar agua, glicol, aceite, alcohol y similares, como portadores en el caso de las formulaciones
liqguidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires y Soluciones, y se pueden utilizar almidén, azucar, caolin,
lubricantes, aglutinantes, desintegrantes y similares, como portadores en el caso de las formulaciones sdlidas tales
como polvos, pildoras, capsulas y comprimidos. Los comprimidos y las capsulas estan en la forma de dosificacion
mas conveniente en consideracion de la facil administracién, y es mas preferido preparar comprimidos y pildoras en
la forma de una formulacion entérica.

En el caso de las formulaciones parenterales, generalmente se utiliza agua estéril como portador. En este caso, las
formulaciones parenterales ademas pueden comprender otros componentes tales como un solubilizador.

La formulacién inyectable, por ejemplo una suspensién oleosa o0 acuosa inyectable estéril, se puede preparar con un
apropiado agente dispersante, de humectacion o suspension de acuerdo con los métodos conocidos. El solvente
que se puede utilizar en este documento incluye agua, soluciéon de Ringer y solucion de NaCl isoténica, y un aceite
fijo estéril, por lo general, también se utiliza como el solvente o medio suspendido. Cualquiera de los aceites fijos no-
pungentes que contienen mono- o di-glicéridos se pueden utilizar para este propdsito, y se pueden utilizar otros
acidos grasos tales como acido oleico para la formulacion inyectable.

En el caso de la formulacién transcutéanea, como portadores se pueden utilizar promotores de infiltracion y/o agentes
de humectacién apropiados opcionalmente junto con aditivos apropiados que no tengan ninguna irritaciéon con la piel.
No existe limitacion particular en los aditivos cuando los aditivos son de ayuda para promover su administracion a
través de la piel o preparar una composicion deseada. También, la formulacién transcutanea puede ser administrada
en varias formas tales como parches transcutaneos, cremas o ungientos.

Mientras tanto, con el fin de prevenir que los componentes activos, de acuerdo con la presente invencion, sean
eliminados rapidamente del cuerpo humano, la composicion que comprende los derivados del isoxazol de acuerdo
con una modalidad ejemplar de la presente invencion, se pueden formular en una formulacion de liberacion
controlada. En este caso, ejemplos de portadores especificos que se pueden utilizar en este documento incluyen
implantes, sistemas de administracion microencapsulados, polimeros biodegradables/biocompatibles, etc. que se
conocen en la técnica.

La expresioén “cantidad terapéuticamente efectiva” significa una cantidad de un componente activo que es efectiva
para aliviar o reducir los sintomas de enfermedades que necesitan el tratamiento, o reducir o retrasar la aparicion de
marcadores clinicos o sintomas de enfermedades que necesitan de la prevencién. La cantidad terapéuticamente
efectiva se puede determinar de las experiencias realizando los experimentos en los compuestos correspondientes
en los conocidos sistemas de modelo in vivo y ex vivo para enfermedades que necesitan el tratamiento.

Cuando el componente activo, particularmente los derivados del isoxazol de Férmula 1, en la composiciéon de
acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion se administran a los efectos clinicos, una dosificacion
diaria donde los componentes activos se pueden administrar a huéspedes en dosis Unicas o divididas, es mas
preferible en un rango a partir de 0.1 a 100 mg por 1 kg de peso corporal, pero la dosis equivalente para ciertos
pacientes se puede variar con ciertos compuestos que se utilizan, con el peso, el género y el estado de salud de los
pacientes, la dieta, el tiempo de administraciéon de farmacos, las rutas de administracién, la velocidad de excrecion,
la mezcla de farmacos, la gravedad de las enfermedades, etc.

Los derivados del isoxazol de Férmula 1, se pueden utilizar para formular una composicion farmacéutica efectiva en
sus formas de profarmaco, etc., cuando sea necesario.

También, la composicion de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion, ademas puede
comprender otro componente que no inhiba, o suplemente la accion de los componentes activos, y se pueden
formular en otras varias formas conocidas en la técnica. La composicién de acuerdo con una modalidad ejemplar de
la presente invencién, ademas preferiblemente puede comprender un inhibidor de la reestenosis del vaso sanguineo
tal como rapamicina o paclitaxel, conocido en la técnica anterior.

Efectos Ventajosos

Como se describe anteriormente, la composicion farmacéutica de acuerdo con una modalidad ejemplar de la
presente invencion puede ser Util para prevenir la trombosis de stent tardia, que es uno de los efectos secundarios
de los convencionales stents liberadores del farmaco, ya que la composicién farmacéutica muestra una actividad
anti-reestenosis y acelera la reendotelizacion.
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Breve Descripcion de los Dibujos

FIG. 1 es un diagrama que ilustra una estructura del gen disefiada para determinar un efecto del derivado del
isoxazol en la actividad de la 3-catenina.

FIG. 2 es una vista conceptual que ilustra un sistema de seleccion de la linea celular, construida para evaluar un
efecto de los derivados del isoxazol en la actividad de la B-catenina.

FIG. 3 es una grafica que ilustra los resultados en los cuales, se determina una accion del sistema de seleccién
como se muestra en la FIG. 2 utilizando cloruro de litio, que es un agonista de la transduccion de la sefial Wnt/ -
catenina.

FIG. 4 es un diagrama que ilustra los resultados en los cuales, se determina una cantidad de B-catenina acumulada
en las células, a través de un experimento western blot utilizando un anticuerpo B-catenina humano, cuando la célula
HEK293 se trata con varias concentraciones de un derivado del isoxazol.

FIG. 5 es una grafica que ilustra un efecto del derivado del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar de la
presente invencion y los convencionales inhibidores de la reestenosis, el paclitaxel y la rapamicina, en la
proliferacion de la célula endotelial y la proliferacion de la célula del musculo liso.

FIG. 6 es una grafica que ilustra un efecto en la proliferacion de la célula endotelial y la proliferacion de la célula del
musculo liso vascular, cuando cada célula se trata con el derivado del isoxazol y la rapamicina juntos.

FIG. 7 es una grafica que ilustra un efecto en la proliferacién de la célula endotelial, cuando cada célula se trata con
el derivado del isoxazol y el paclitaxel juntos.

FIG. 8 es una grafica que ilustra un efecto de varios derivados del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar
de la presente invencion en la proliferacion de la célula endotelial.

FIG. 9 es una grafica que ilustra un efecto de varios derivados del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar
de la presente invencion en la proliferacién de la célula endotelial.

FIG. 10 es una grafica que ilustra un efecto de varios derivados del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar
de la presente invencion en la proliferaciéon de la célula endotelial.

FIG. 11 es un diagrama que ilustra un efecto en la inhibicién de la reestenosis, cuando cada célula se trata con el
derivado del isoxazol y la rapamicina juntos, utilizando un modelo de lesion de la arteria carétida de rata.

FIG. 12 es un diagrama que ilustra un efecto del derivado del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar de la
presente invencion en la re-endotelizacion utilizando un modelo de lesion de la arteria carétida de rata.

FIG. 13 es un diagrama que ilustra un efecto en la re-endotelizacién, cuando cada célula se trata con el derivado del
isoxazol y la rapamicina juntos, utilizando un modelo de lesion de la arteria carétida de rata.

FIG. 14 es un diagrama que ilustra un efecto de los derivados del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar
de la presente invencién en la inhibiciéon de la reestenosis utilizando un modelo porcino de cénula endoluminal
coronaria.

FIG. 15 es un diagrama que ilustra un efecto del derivado del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar de la
presente invencion en la re-endotelizacion, utilizando un modelo porcino de canula endoluminal coronaria.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién
En lo sucesivo, las modalidades ejemplares de la presente invencién seran descritas con mas detalle. Sin embargo,
se entiende que la descripcion propuesta en este documento es solo un ejemplo preferible, solamente con el

proposito de ilustracion, no tiene la intencion de limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo preparativo 1: Preparacion del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-
amida

El acido 5-Furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida (derivado 1) se prepar6 a través de la ruta
representada por el siguiente Esquema 2. Cada etapa de la ruta de reaccion se describe con mas detalle, como
sigue.

11
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[Esquema 2]
o 0. O-N
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1) Etapa 1: Preparacion del acido 4-furan-2-il-2,4-dioxo-butirico etil éster

A una solucién de etoxido de sodio (6.81 g) en etanol absoluto (200 mL), se le adicion6 lentamente 2-acetilfurano
(5.01 mL) a 0°C. La solucion resultante se agité a 0°C durante 2 horas, y se adicion6 lentamente dietil oxalato (9.30
mL) a la solucién. La solucién resultante se agité durante 18 horas, y la reaccidon se apagé con solucién de acido
clorhidrico 1N. La mezcla resultante se concentrd bajo presion reducida, y luego el residuo fue extraido con cloruro
de metileno. Una fase organica se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y a continuacién se concentré bajo
presion reducida para proporcionar 10.0 g del acido 4-furan-2-il-2,4-dioxo-butirico etil éster. Este concentrado se
utilizé en las siguientes etapas sin otra purificacion.

'H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm(8): 8.02~7.99(m, 1H), 7.62~7.55(m, 1H), 6.98~6.94(m, 1H), 6.83~6.77 (m, 1H),
4.40(q, 2H), 1.38(t, 3H)

2) Etapa 2: Preparacion del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico etil éster

Una suspension del acido 4-furan-2-il-2,4-dioxo-butirico etil (10.0 g) y la sal clorhidrato de hidroxilamina en EtOH se
agité a 85°C durante 2 horas, y la mezcla resultante se concentrd bajo presion reducida. El concentrado se disolvio
en cloruro de metileno y agua destilada, y una fase organica se separd. La fase organica se secé sobre sulfato de
sodio anhidro, se filtré a través de un cojin de silica gel, y a continuaciéon se concentrd bajo presion reducida para
proporcionar 8.01 g del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico etil éster (produccion: 77%). Este concentrado se
utilizé en las siguientes etapas sin otra purificacion.

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(8): 7.90~7.86(m, 1H), 7.20(d, | H), 7.00(s, 1H), 6.77~6.73(m, 1H), 4.45 (g, 2H),
1.41(t, 3H)

3) Etapa 3: Preparacion del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico

A una solucién del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico etil éster (4.14 g) en THF (130 mL) y metanol (25 mL), se
le adicion6 lentamente solucidon acuosa de hidréxido de litio 1N (80 mL). La mezcla resultante se agit6 durante 15
horas, y a continuacion se concentrd bajo presion reducida. La solucion remanente se acidificé con acido clorhidrico
1 N para formar un sdlido, y el sdlido se filtr, se lavé con agua destilada, se seco para proporcionar 3.22 g del acido
5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (produccion: 90 %) como un sélido de color blanco.

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 7.90~7.86(m, 1H), 7.19(d, 1H), 7.00(s, 1H), 6.77~6.73(m, 1H)

4) Etapa 4: Preparacion del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida (derivado
1)

A una solucién del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (7 mg) y 3-imidazol-1-il-propilamina (0.005 mL) en DMF
se le adicionaron HOBt (8 mg), EDC (9 mg) y TEA (0.014 mL). La solucién resultante se agité a un temperatura
ambiente durante 18 horas, y a continuacién se concentré bajo presion reducida. El concentrado resultante se
purificé con HPLC preparativa para proporcionar 4 mg del acido 5-furan-2-il-isoxazol-3- carboxilico (3-imidazol-1-il-
propil)-amida (produccién: 35 %).

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 8.16(bs, 1H), 7.86~7.84(m, 1H), 7.65~7.61(m, 1H), 7.19~7.12(m, 2H),

6.97~6.89(m, 2H), 6.78~6.71(m, 1H), 4.18(t, 2H), 3.48(q, 2H), 2.24~2.07(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 286.11 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 287

12



ES 2379746 T3

Los siguientes derivados 2 a 70, fueron preparados de la misma manera como en la sintesis del derivado del
isoxazol 1, excepto para el uso de un apropiado material inicial. Los resultados de NMR se enumeran en la siguiente

Tabla 1.

Tabla

[Tabla 1]

No. | Estructura Quimica

Resultados NMR

1H-NHR(acetona-d5, 200MHz), ppm(d): 8.16(bs, 1H),
7.86~7.84(m, 1H), 7.65~7.61(m, 1H), 7.19~7.12(m, 2H),
6.97/~6.89(m, 2H), 6.78~6.71(m, 1H), 4.18(t, 2H), 3.48(q,
2H), 2.24~2.07(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 286.11 LC-
MS (ESI+) m/e (M+1) + : 287

1H-NMR(acetona-d5, 200MHz), ppm(3): 8.78~8.06(m,
2H), 8.00~7.53(m, 2H), 7.50~6.60(m, 5H), 3.83(q, 2H),

\ y/ D\ N\ 3.14(t, 2H) Masa Exacta (calc.): 283.10 LC-MS (ESI+)
| \/T m/e (M+1)+ : 284
o -
3 0 1H-NMR(acetona-d5, 200MHz), ppm(d): 8.56~8.42(m,
0 =N 2H), 8.09(bs, 1H), 7.88~7.84(m, 1H), 7.75~7.67(m, 1H),

7.35~7.26(m, 1H), 7.18~7.13(m, 1H), 6.91(s, 1H),
6.76~6.71(m, 1H), 3.73 (g, 2H), 3.02(t, 2H) Masa Exacta
(calc.): 283.10 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+: 284

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(5): 8.20(bs, 1H),

‘ & I H 7.91~7.84(m, 1H), 7.6357.54(m, 1H), 7.22~7.12(m, 2H),
N 6.98~6.88(m, 2H), 6.78~6.70(m, 1H), 4.34(t, 2H), 3.82(q,
/ \/\N/:b" 2H) Masa Exacta (calc.) : 272.09LC-MS(ESI+)m/e(M+1)+
5 0- 'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(5) : 8.53~8.48(m,
-0 :“ H 2H), 8.05(bis, 1H), 7.88~7.83(m, 1H), 7.33~7.25(m, 2H),
m N._ P 7.17~7.14(m, 1H), 6.91(s, 1H), 6.75~6.70(m, 111), 3.75(q,
| M 2H), 3.02(t, 2H) Masa Exacta (calc.): 283.10 LCMS

(o] -N (EST+) m/e (M+1)+: 284
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(continuacién)

Estructura Quimica Resultados NMR

1H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3) : 8.25(bs, 1H),

(@)
’

. N / 7.88~7.85(m, 1H), 7.18~7.16(m, 1H), 7.02~6.97(m, 1H),
‘ \,,._4\ 1L H 6.93(s, 1H), 6.76~6.71(m, 2H), 4.21(t, 2H), 3.77(q, 2H),
/ N N VA‘N’J% 2.34(s, 3H) Masa Exacta (calc.): 286.11 LC-MS (ESI+) m/e
{ N (M+1)+ : 287
0 \ s

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(s): 8.22(bs, 1H),
O“N 7.89~7.84(m, 1H), 7.45~7.3(m, 1H), 7.19~7.13(m, 1H),

0 { ] H 6.93(s, 1H), 6.76~6.71(m, 1H), 6.65~6.61 (m, 1H), 4.24(t,
l /\'—‘\, ,N.,v/\ N 2H), 3.74(q, 2H), 2.25(s, 3H) Masa Exacta (calc.): 286.11
NN LCMS (ESI+) m/e (M+1)+ : 287

O- 1H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(8): 8.22(bs, 1H),
0O N H 7.89~7.84(m, 1H), 7.45~7.38(m, 1H), 7.19~7.13(m, 1H),
l / ™ ) Nv’“ A 6.93(s, 1H), 6.86~6.82(m, 1H), 6.76~6.71(m, 1H), 4.29(t,
it N \N 2H), 3.74(q, 2H), 2.10(s, 3H) Masa Exacta (calc.): 286. 11

fo) l—-...\/ LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 287
0 O‘N 1H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(38): 8.40(s, 1H),
i H 8.20(bs, 1H), 7.91~7.83 (m, 2H), 7.18~7.16(m, 1H), 6.92(s,
E} \Y N\/\ -N 1H), 6.76~6.71(m, 1H), 4.54(t, 2H), 3.90 (g, 2H) Masa

N \> Exacta (calc.): 273.09 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 274
O h“-‘N

1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(3): 8.14(bs, 1H),
0 Q- N 7.89~7.85(m, 1H), 7.71~7.66(m, 1H), 7.49~7.94(m, 1H),

1 H 7.19~7.14(m, 1H), 6.93(s, 1H), 6.76~6.12(m, 1H),
W / N N,\/\ _N 6.28~6.22(m, 1H), 4.45(t, J=5.80, 2H), 3.92~3.81(m, 2H)
N™ Masa Exacta (calc.): 272.26 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ :

0 L__‘__) 273

14
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(continuacién)

Estructura Quimica Resultados NMR

1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(3): 8.13(bs, 1H),

0 O-N 7.89~7.84(m, 1H), 7.71 (s, 2H), 7.19~7.14(m, 1H), 6.92(s,

N \ H 1H), 6.76~6.72(m, 1H), 4.74(t, J=5.80, 2H), 4.01~3.90;m,

‘l / N\/\ N'N\ 2H) Masa Exacta (calc.): 273.25 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+
b 274

O- 1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm(3): 8.20(bs, 1H), 8.03s,
N N 1H), 7.89~7.84 (m, 1H), 7.67(s, 1H), 7.19~7.19(m, 1H),
! 6.92(s, 1H), 6.76~6.72(m, 1H), 4.74 (t, J=5.80, 2H),
N 4.01~3.91(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 273.25 LC-MS
"Q/ (ESI+) m/e (M+1)+ : 274

5

0._ 1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm(d): 8.74(s, 1H), 8.24(bs,

1H), 7.89~7.85 (m, 1H), 7.19~7.14(m, 1H), 6.91(s, 1H),

?" 6.76~6.72(m, 1H), 5.02(t, J=5.80, 2H), 4.25~3.99(m, 2H)
\/A 'h'

Masa Exacta (calc.) : 274.24 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ :

Mees | 278
o- "H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(3): 9.41(s, 1H), 9.04(,
o p: {*' H J=5.40, 1H), 8-01~7.94(m, 1H) 7.38~7.23(m, 1H), 7.03(s,
MY‘\\,,L N_ .~ _.N 1H), 6.78~6.72(m, 1H), 4.66(t, J=5.40, 2H), 3.72(q, J=5.40,
‘n’ ~ N N 2H) Masa Exacta (calc.): 274.24 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+

o lQN. 275

1
- H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 8.15(bs, H),
u,O.\ 0 |;'| H f"’\N 7.89~7.80(m, 1H), 7.19~7.14(m, 1H), 7.10~7.04(m, 1H),
RN N N . 6.94(s, 1H), 6.79~6.71(m, 2H), 4.06(t, J=6.00, 2H),
4 ~TN 3.57~3.43(m, 2H), 2.33(s, 3H), 2.19~2.07(m, 2H) Masa
O Exacta (calc.) : 300.32 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 301

"H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(5): 8.08(bs, 1H),

O O-n N= 7.89~7.84(m, 1H), 7.74~7.67(m, 1H), 7.47~7.42(m, 1H),

o 7.19~7.14(m, 1H), 6.93(s, 1H), 6.76~6.71(m, 1H),

6.26~6.22(m, 1H), 4.30(t, J=7.00, 2H), 3.52~3.40(m, 2H),

Fo) 2.27~2.11(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 286.29 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 287

15
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(continuacién)

17

O-N n=N

SO N W
(L_gf, Q/‘ﬁé;ﬂ\/"\.,"\)

'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(3): 8.92(bs, 1H),
8.16~8.12(m, 1H), 7.98~7.94(m, 1H), 7.71~7.67(m,
1H), 7.25~7.20(m, 1H), 7.04(s, 1H), 6.73~6.71(m, 1H),
4.41(t, J=6.00, 2H), 3.27~3.21(m, 2H), 2.10~2.02(m,
2H) Masa Exacta (calc.) : 287.28 LC-MS (ESI+) m/e
(M+1)+: 288

18

. O. O-n
LA

'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(5): 9.00~6.95(m,
1H), 7.98(s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.23(m, 1H), 7.04(s,
1H), 6.74(m, 1H), 4.47(t, 2H), 3.29~3.25(m, 2H),
2.20~2.05(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 287.10LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 288

19

"H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(5): 9.00~8.95(m,
1H), 8.51(s, 1H), 7.97 (m, 2H), 7.24(m, 1H), 7.06(s,
1H), 6. 75 (m, 1H), 4.23(t, 2H), 3.30~3.20(m, 2H),
2.10~2.04(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 287.10 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1) + : 288

20

'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(3): 9.39(s, 1H),
9.00~8.95(m, 1H), 7.97(s, 1H), 7.23(m, 1H), 7.05(s,
1H), 6.79(m, 1H), 4.50(t, 2H), 3.29~3.25(m, 2H),
2.15~2.08(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 288. 10 LC-
MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 289

21

'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(8): 8.96(m, 2H),
7.97(s, 1H), 7.24(s, 1H), 7.06(s, 1H), 6.80~6.70(m,
1H), 4.80~4.64 (m, 2H), 3.29~3.25(m, 2H),
2.22~2.05(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 288.10 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 289

22

1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm(3): 8.18(bs, 1H),
7.99~7.84(m, 1H), 7.19~7.14(m, 1H), 7.09~7.04(m,
1H), 6.94(s, 1H), 6.79~6.71(m, 2H), 4.06(t, J=7.40,
2H), 3.57~3.43(m, 2H), 2.32(s, 3H), 2.21~2.07(m,
2H); Masa Exacta (calc.): 300.32 LC-MS (ESI+) m/e
(M+1)+ : 301

16
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(continuacién)

No.

Estructura Quimica

Resultados NMR

23

1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(d): 8.17(bs, 1H),
8.01~7.92(m, 2H), 7.69~7.53(m, 4H), 7.24~7.17(m,
2H), 7.01~6.73(m, 1H), 4.19(t, 2H), 3.47(q, 2H),
2.24~2.06(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 296.13 LC-
MS (ESI+) m/c (M+1)+ : 297

24

'"NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 8.15(bs, 1H),
7.99~7.91(m, 2H), 7.62~7.50(m, 4H), 7.19~7.12(m,
2H), 6.93~6.86(m, 1H), 4.34(t, J=5.80, 2H),
3.87~3.77(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 282.30 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 283

25

"H-NMR (acetona-dg, 200MHz), ppm (3): 8.12(bs, 1H),
7.83~7.76(m, 1H), 7.66~7.62(m, 1H), 7.48~7.36(m,
3H), 7.22~7.18(m, 1H), 7.01~6.93(m, 2H), 4.19(t,
2H), 3.50(q, 2H), 2.56(s, 3H), 2.25~2.13(m, 2H) Masa
Exacta (calc.): 310.14 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ :
311

26

"H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (5) : 8.15(bs,
1H), 7.82~7.62(m, 3H), 7.52~7.34(m, 2H),
7.23~7.15(m, 2H), 6.95~6.74 (m, 1H), 4.19(t, 2H),
3.49(q, 2H), 2.45(s, 3H), 2.43~2.05(m, 2H) Masa
Exacta (calc.): 310.14 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ :
311

27

1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm (3) : 8.10(bs, 1H),
7.88~7.81(m, 2H), 7.66~7.62(m, 1H), 7.95~7.36(m,
2H), 7.22~7.17(m, 1H), 7.11(s, 1H), 6.95~6.40(m,
1H), 4.18(t, 2H), 3.43(q, 2H), 2.43(s, 3H),
2.25~2.03(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 310.14 LC-
MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 311

28

1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm(5): 8.25~7.96(m,
2H), 7.72~7.35(m, 4H), 7.26~6.91(m, 3H), 4.20(t, 2H),
3.50(q, 2H), 2.29~2.07(m, 2H) Masa Exacta (calc.):
314.12 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+: 315

17
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(continuacién)

No.

Estructura Quimica

Resultados NMR

29

1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(3): 8.26~7.06(m, 1H),
7.9~7.54(m, 4H), 7.44~7.12(m, 3H), '"H-NMR(acetona-ds6,
200MHz),ppm(3): 7.06~6.76(m, 1H), 4.20(t, 2H), 3.50(q,
2H), 2.24~2.07(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 314.12 LC-
MS (ESI+) m/e (M+1)+: 315

30

1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm (8) : 8.21~7.951m,
2H), 7.67~7.58(m, 1H), 7.44~7.28(m, 2H), 7.24~7.12(m,
1H), 6.94(s, 1H), 4.17(t, 2H), 3.48(q, 2H), 2.23~2.06(m,
2H) Masa Exacta (calc.): 314.12 LC-MS (ESI+) m/e
(M+1)+: 315

31

"H-NMR (DMSO-ds, 200MHz), ppm(3) : 8.97~8.92(m, 1H),
8.51(s, 1H), 8.02~7.95 (m, 3H), 7.43~7.34(m, 3H), 4.21 (t,
2H), 3.29~322(m, 2H), 2.02(m, 2H) Masa Exacta (calc.):
315.11LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 316

32

'H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 8.26(bs, 1H),
8.07~7.96(m, 1H), 7.72~7.35(m, 4H), 7.19~7.04(m, 2H),
6.92(s, 1H), 4.35(t, J-6.00, 2H), 3.88~3.76(m, 2H) Masa
Exacta (calc.): 300.29 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 301

33

1H-NMR(acetona—de, 200MHz), ppm(3): 8.15(bs, 1H),
8.09~7.96(m, 2H), 7.57 (s, 1H), 7.99~7.30(m, 2H),
7.19~7.08(m, 2H), 6.92(s, 1H), 4.34(t, J=5.80, 2H),
3.88~3.75(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 300.29 LC-MS
(ESI+) m/e (M+1)+ : 301

34

"H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(5): 8.95(m, 1H),
7.99(m, 2H), 7.70(s, 1H), 7.44~7.34(m, 4H), 6.22(m, 1H),
4.31(t, 2H), 3.65(m, 2H) Masa Exacta (calc.):300.10 LC-
MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 301

18
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(continuacién)

35 o "H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm (5) : 8.43(m, 1H), 8.20(br,
?"'1\ r " 1H), 8.06~7.99 (m, 2H), 7.91(m, 1H), 7.41-7.33(2H, m),
F—"\ﬂ,-l\ M N 7.17(m, 1H), 4.55(m, 2H), 3.93(m, 2H) Masa Exacta (calc.):
= h] "1' ‘E. 301.10 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 302
4] “N
36 'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(5): 8.95(br, 1H),
W (- 8.05~7.95(m, 2H), 7.75 (s, 2H), 7.50~7.34(m, 3H), 4.61(s,
¥ 7 \\_J%.!L n N 2H), 3.78~3.62(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 301.10 LC-MS
! Y N (ESI+) m/e (M+1)+ : 302
\
O A/
37 N "H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(5): 8.95(m, 1H), 8.11(s,
N 1H), 8.00~7.96 (m, 2H), 7.71(s, 1H), 7.45~7.34(m, 3H),
' Wt LL H
Y4 N - '“-\,'\".Nl‘, 4.59(t, 2H), 3.78~3.62(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 301.10
]r N LC-MS (ESI+) m/e (M-+1) + : 302
'] e/
38 'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm (3) : 8.96(m, 2H),
— 2 0O~y 8.02~7.94(m, 2H), 7.45~7.33 (m, 3H), 4.90(t, 2H),
-“? Y A H 3.85~3.73(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 302.09 LC-MS
F— Wt N N
- - Y SN N (ESI+) m/e (M+1) + : 303
0 i‘:"N
39 'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(8): 8.90(m, 1H), 8.49(s,
- PN N 1H), 7.95~7.91 (m, 3H), 7.62~7.58(m, 2H), 7.39(s, 1H), 4.20
u—*'f ‘;—--Q\'/‘k - _;‘\-/?N (t, 2H), 3.29~3.25(m, 2H), 2.05~1.98(m, 2H) Masa Exacta
- o (calc.) : 331. 08 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 332
L+

19
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(continuacién)

No. | Estructura Quimica Resultados NMR
40 'H-NMR(DMSO-ds, 200MHz), ppm(3): 8.95~8.84(m, 1H),
[,"'\ i 8.46(s, 1H), 7.95~7.91 (m, 3H), 7.62~7.58(m, 2H), 7.36(s, 1H),
a--<{ X .H\/\ N 4.36(m, 2H), 3.66(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 317.07 LC-MS
= [ 'L‘> (ESI+) m/e (M+1)+: 318
=N
41 o 'H-NMR(DMSO-ds, 500MHz), ppm(8): 9.00(t, 1H), 7. 97 (m,
jﬂ\-« i H r\‘:} 2H), 7. 66 (m, 2H), 7.44(s, 1H), 7.22(s, 1H), 6.90(s, 1H) 4.03(t,
e\ TV ‘Tr’"\/"\/" 2H), 3.31(q, 2H), 2.00(q, 2H) Masa Exacta (calc.) : 330.09 LC-
: MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 331
42 O-n - 'H-NMR(acetona-ds,200MHz),ppm(5):  8.27~7.81(m,  2H),
7 oy H ! N 7.77~7.42(m, 2H), 7.90~6.82(m, 5H), 4.11(t, 2H), 4.05(s, 3H),
— \\ N AN 3.48(q, 2H), 2.23~2.02(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 326. 14
o o LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 327
/
43 1H-NMR(acetona-d5, 200MHz), ppm(3): 8.23(bs, 1H),
O-n G 7.79~6.89(m, 8H), 4.24 (&, 2H), 3.91(s, 3H), 3.47(c, 2H),
4 a5 ﬁ\/\ N__#N 2.39~2.12(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 326.14 LC-MS (ESI+)
= , ~ m/e (M+1)+ : 327
-0 o
44 1H-NMR(acetona-d5, 200MHz), ppm(8): 8.32~7.42(m, 4H),
N ~N N = 7.38~6.90(m, 5H), 4.19(t, 2H), 3.96(s, 3H), 3.46(q, 2H),
N —ty F N NN 2.39~2.02(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 326.14 LC-MS (ESI+)
o/ “'kn' g mle (M+1)+ : 327
8]
45 1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(8): 8.19~8.96(m, 2H),
O~ 7.85~7.54(m, 5H), 7.19(s, 1H), 6.96~6.88(m, 1H), 4.21(t, 2H),
/,"'\\__f\ N oy Y, | 342(q, 2H), 2.21~2.06(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 341.11
\ LY -J\rNWN\.’/ LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 342
— |
o o
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(continuacién)

No. | Estructura Quimica Resultados NMR
46 1H-NMR(acetona-ds, 200MHz), ppm(38): 8.50~8-05(m, 5H),
0- 7.66~7.45(m, 2H), 7.21~7.17(m, 1H), 6.94(s, 1H), 4.19(t, 2H),
AN ﬂ H Ll 3.49(q, 2H), 2.22~2.00(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 341.11 LC-
O \ _ ./'\Tva' SN, BNV MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 342
Q
47 O-n 1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(8) : 7.76~7.65(m, 1H),
Lo H ."‘N 7.55~6.95(m, 6H), 6.79~6.56(m, 2H), 4.15(t, 2H), 3.23(q, 2H),
_ X SN N 2.35~2.20(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 311.14 LC-MS (ESI+)
| m/e (M+1)+ . 312
HaN O
48 'H-NMR(acetona-ds,200MHz), ppm(8): 7.69~7.56(m, 1H),
7.35~7.26(m, 1H), 7.18~7.02(m, 3H), 6.92(s, 1H), 6.74~6.56(m,
R ,O‘H H r 3H), 4.09(t, 2H), 3.21(q, 2H), 2.22~1.99(m, 2H) Masa Exacta
Hpe= W T,N . N (calc.): 311.14 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 312
Al i
49 1H-NMR(acetona-de, 200MHz), ppm(8): 8.13(bs, 1H),
- 7.64~7.66(m, 2H), 7.66~7.61(m, 1H), 7.32~7.26 (m, 1H),
$ 0 t"' H r’f‘u 7.21~7.18(m, 1H), 7.03(s, 1H), 6.77~6.72(m, 1H), 4.18(t, 2H),
E‘m N . _~_N.& 3.48(q, 2H), 2.24~2.06(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 302.08 LC-
Of MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 303
50 'H-NMR (DMSO-ds, 200MHz), ppm(3): 8.91(m, 1H), 8.52(s,
O- o 1H), 7.97(s, 1H), 7.83(m, 1H), 7.79(m, 1H), 7.29~7.25(m, 1H),
PraN 4 N R 7.19(s, 1H), 4.23(t, 2H), 3.29~3.23 (m, 2H), 2.07~2.00 (m,2H)
UJ" \,-i\",.ﬂ.‘_‘,/\_‘fﬂ.‘;f Masa Exacta(calc.): 303.08LC-MS(ESI+) m/e (M+1)+ : 304
o
51 "H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm(3): 8.15(bs, 1H),
L O-n 7.86~7.76(m, 2H), 7.57 (s, 1H), 7.32~7.25(m, 1H),
\ N t n 7.16~7.12(m, 1H), 7.01(s, 1H), 6.93~6.89 (m, 1H), 4.33 (t, J-
/ -\’,\NQ 5.80, 2H), 3.88~3.76(m, 2H) Masa Exacta (calc.) : 288. 33 LC-
o E/N MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 289
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(continuacién)

No. | Estructura Quimica Resultados NMR
52 "H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (8): 8.10(bs, 7H),
s O-~N 7.86~7.76(m, 2H), 7.72~7.66(m, 1H), 7.49~7.46(m, 1H),
N ) H 7.33~7.26(m, 1H), 7.02(s, 1H), 6.27~6.23(m, 1H), 4.44(t,
i ;/'7 'N'N‘VI\N-N J=5.80, 2H), 3.92~3.81(m, 2H) Masa Exacta (calc.): 288.33
o L*J LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 289
53 "H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (3): 8.40(s, 1H), 8.18(bs,
’,3 0—?‘ H 1H;, 7.90(?, 1H), 7.84~7.7)6(m, 2H), 7.?2~7.26)(m, 1H), 7.01(s,
N 1H), 4.54(t, J=5.40, 2H), 3.96~3.83(m, 2H) Masa Exacta
m N\/\N‘N\> (calc.): 289.32 LC-MS (ESI+) m/e (M+1) + : 290
0 EN
54 S O“N 'H-NMR  (acetona-ds, 200MHz), ppm(5): 8.10(bs, 1H),
PN 1 ) H 7.85~7.76(m, 2H), 7.71 (s, 2H), 7.32~7.26(m, 1H), 7.02(s, 1H),
“ / N\ N\/,-\ . 4.74(t, J=5.80, 2H), 4.04~3.90(m, 2H) Masa Exacta (calc.) :
it ’:‘ A 289.32 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 290
o N ==
55 "H-MMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (3): 8.19 (bs, 1H), 8.03(s,
s O-n 1H), 7.84~7.76 (m, 2H), 7.67(s, 1H), 7.32~7.26(m, 1H), 7.01(s,
N (\ \ H 1H), 4.74(t, J=5.40, 2H), 4.01~3.88(m, 2H) Masa Exacta
L /- \]’N\’,\N'N“N (calc.): 289.32 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 290
56 'H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (5) : 8.53~8.42(m, 2H),
0O-
M H s13.o)7(bs, EH), 7583~ 17(.68(m), 3H), 7.35~7.2(5(m,)2H), 7.00 (é
.N H), 3.73(q, 2H), 3.01(t, 2H) Masa Exacta (calc.) : 299.07 LC-
4 b ‘VA‘E\“‘? MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 300
O =
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(continuacién)

No. | Estructura Quimica Resultados NMR
57 0O- "H-NMR (acetona-dg, 200MHz) , ppm (3) : 8.53~8.43 (m, 2H),
S {*' H 8.08(bs, 1H), 7.84~ 7.53 (m, 2H), 7.38~7.11 (m, 3H), 7.01 (s,
E_{?_ Q‘«/l\ N O 1H), 3.74 (q, 2H), 3.02 (t, 2H) Masa Exacta (calc.) : 299.07 LC-
| | M MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 300
0 “N
58 "H-NMR (acetona-ds, 200MHz), ppm (8) : 8.15 (bs, 1H),
o N = 7.90~7.72 (m, 1H), 7.65~7.58 (m, 1H) , 7.39~21 (m, 21H),
B"‘q's} LN Nr W | 7.16~7.01 (m, 2H), 4.23 (t, 2H), 3.46 (q, 2H), 2.27~2.12 (m,
Ly '\n’ N 211) Masa Exacta (calc.) : 379.99 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ :
o 381
59 TH-NMR(DMSO-ds, 500MHz), ppm(3): 8.89 (m, 1H), 8.45 (s,
— C-n F-’"\ 1H) , 7.90 (m, 1H) , 7.66 (m, 1H) , 7.21(s, 1H), 7.10 (s, 1H),
Q i}——k\\' \ 4 N_F 7.03 (m, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.02 (t, 2H), 3.24(q, 2H), 1.97
== g i (quintet, 2H) Masa Exacta (calc.) : 286.11 LC-MS (ESI+) m/e
(M+1)+ : 287
60 0-p NEA TH-NMR (DMSO-dg, 500MHz), ppm (3): 8.91(m, 1H), 8.54 (s,
o JlN o H P N 1H), 8-46 (s, 1H) , 7. 98 (s, 1H) , 7.90(m, 1H), 7.10 (s, 1H),
- A N N 7.03(m, 1H), 4.24 (t, 2H), 3.26 (g, 2H), 2.05 (m, 2H) Masa
= A
T Exacta (calc.) : 287.10 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 288
o
61 "H-NMR (DMSO-ds, 500MHz), ppm (3) : 8.91(m, 1H) , 8.49 (s,
O-N 1H) , 8.45 (s, 1H) , 7.97 (s, 1H) , 7.90 (m, 1H), 7.07 (s, 1H),
SN A i 'l;l' 7.03 (m, 1H), 4.34 (t, 2H), 3,67 (q, 2H) Masa Exacta (calc.):
lewe -/\n/ \./\"f".> 273.09 LC-MS (ESI+) mle (M+1)+ : 274
s} \‘eh
62 TH-NMR (DMSO-ds, 500MHz), ppm (3) : 8.90 (m, 1H), 8.54 (s,
Part ‘.O‘N H ';l-"'\ 1H), 8.27 (m, 1H), 7.98(s, 1H), 7.79 (m, 1H), 7.64 (m, 1H) ,
o o '-«Q,} N o~ MM 720, 1H), 423 (t 2H), 3.24 (q, 2H), 2.06(m, 2H) Masa
= T e e Y Exacta (calc. ): 303.08 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)" : 304
4]
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No. | Estructura Quimica Resultados NMR
63 'H -NMR (CDCls, 200MHz), ppm (5) : 7.80 (dd, 1H), 7.54 (s,
O-N =N 1H), 7.38~7.45 (m, 3H), 7.07 (s, 1H), 6.97 (s, 1H), 6.81 (s, 1H),
5"\\,____,{ i H I /\ 4.05 (t, 2H), 3.47 (q, 2H), 2.13 (td, 2H) Masa Exacta (calc. ) :
.y R\ ,N\/\J.N\/ 302.08 LC-MS (ESI+) m/e (M+1) + : 303
0
64 O- 'H -NMR (CDCl3, 200MHz), ppm (5) : 7.83 (s, 1H), 7.51(s, 1H),
S/\\__.< :q H 7.43 (bs, 2H), 7.31 (bs, 1H) , 7.09 (s, 1H) , 6.97(s, 1H) , 6.81
' ? \‘\_’, N ~ T N (s, 1H), 4.23(t, 2H), 3.79 (q, 2H) Masa Exacta (calc. ) : 288.07
=/ NSy LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 289
0 Ly
65 'H-NMR (DMSO-ds, 500MHz), ppm (5): 8.92(m, 1H), 8.50 (s,
- O-N 1H), 8.26 (m, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.64 (m, 1H),
§' = '\ it H 7.18 (s, 1H), 4.39 (t, 2H), 3.67 (q, 2H) Masa Exacta (calc.):
Q/ \ Pl N"-/A‘N’N- 289. 06 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 290
T L \,}
O SN
66 'H-NMR (CDCls, 500MHz), ppm (3): 8.18 (dd, 1H), 7.76 (bs,
1H), 7.59 (t, 1H), 6.89~6.95 (m, 2H), 6.86 (s, 1H), 6.78 (d, 1H),
>——\‘: 6.55 (s, 1H), 4.54 (t, 2H), 3.67 (q, 2H) Masa Exacta (calc.):
L_, N ' ‘w"\ 299. 09 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 300
67 'H-NMR (CDCls, 500MHz), ppm (3) : 8.18 (d, 1H) , 7.76 (bs,
o o 1H), 7.60 (t, 1H), 7.54 (s, 1H) , 7.48 (d, 1H) , 7.14 (t, 1H) , 6.91
S, PN fj (t, 1H) , 6.79 (t, 1H) , 4.54 (t, 2H), 3.87 (q, 2H) Masa Exacta
( 'f? \',’LYN .‘/--o \N (calc. ) : 315. 07 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)+ : 316
o
68 "H-NMR (DMSO-ds, 500MHz) , ppm (3) : 315.07 LC-MS (ESI+)
,s\- h j{\ l"’!, m/e (M+1)+ : 316) , 7.8(m, 1H), 7.20 (s, 1H), 3.93 (s, 3H),
™ A N 3.64(m, 2H), 3.49 (m, 2H) Masa Exacta (calc. ) : 336.05 LC-MS
i“J’ ™~ N N (ESI+) mle (M+1)+ : 337
0
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No. | Estructura Quimica Resultados NMR
69 O~M "H-NMR (DMSO-ds, 500MHz), ppm(c.): 336.05 LC-MS (ESI+)
S 1 n m/e (M+1)+ : 337), 7.8 (m, 1H), 7.20(s, 1H) , 3 (m, 1H), 7.20
W’r LT N (s, 1H) , 3.38 (m, 2H) , 3.33 (m, 2H) , 1.91 (m, 2H) Masa
\[' ‘N | Exacta (calc. ) : 335.05 LC-MS (ESI+) m/e (M+1) + : 336
O HN -
70 "H-NMR (DMSO-ds, 500MHz), ppm (C-MS (ESI+) m/e (M+1)" :
0 O-n N-N 336), 7.8(m, 1H) , 7.20 (s, 1H), 3 (m, 1H), 7.20 (77 (m, 1H) ,
S \ )
Lm n\/‘\ J’\ ) 3.95 (m, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.73 (m, 211) Masa Exacta (calc.) :
’, N +.
;s.\ . 351. 06 LC-MS (ESI+) m/e (M+1)" : 352
o 00 !

Los compuestos mencionados anteriormente, sintetizados en los ejemplos Preparativos se probaron para un efecto
en la inhibicion de la reestenosis, de la siguiente manera.

Ejemplo experimental 1: Verificacion de la Sustancia Activa para la Transducciéon de la Seial Wnt/ f3-
Catenina utilizando una Linea Celular

(1) Construccion del sistema de Medicion de la actividad de transduccion de la seial wnt/B-catenina
utilizando una linea celular

Dos clases de lineas celulares de cancer humanas HEK293 y SW480 se utilizaron para determinar la actividad ex
vivo de los compuestos de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invenciéon. En este documento, la
primera representa una linea celular cuya ruta de transduccién de sefial de Wnt es intacta, y la ultima representa una
linea celular cuya ruta de transduccién de sefial de Wnt se sobre expresa constitutivamente (mutacion del gen APC).

Con el fin de determinar la actividad de la transduccién de la sefial wnt/B-catenina en cada linea celular de cancer,
los presentes inventores introdujeron un gen como se muestra en la FIG. 1 en las células, el gen que tiene sitios de
enlace (5X TCFs) de proteina de regulacion de la transcripcion Tcf/Lef a la cual B-catenina se une y que tiene una
proteina fluorescente de luciérnaga (luciferasa de luciérnaga) como un marcador que puede determinar la actividad
de la proteina de regulacion de la transcripcion Tcf/Lef. A continuacion, los presentes inventores construyeron una
sistema de seleccion agonista Wnt basado en la célula, mediante el tratamiento de las células introducidas del gen
con G418 para obtener un clon Unico de una linea celular cuya proteina de regulacién de la transcripcion Tcf/Lef se
expresa continuamente debido a la introduccién del gen. A continuacion, los presentes inventores realizaron una
seleccion basada en la célula que determina indirectamente la actividad de la B-catenina, mediante la medicion de
una cantidad de la proteina fluorescente expresada utilizando el sistema de selecciéon, como se muestra en la FIG. 2.

Cuando la linea celular preparada se tratd con cloruro de litio (LiCl) que es un control positivo en el sistema de
seleccion agonista Wnt basado en la célula como el control para determinar la actividad agonista Wnt del derivado
del isoxazol de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencién, se determind un nivel de expresion de
la proteina fluorescente, y se registré en una grafica como se muestra en la FIG. 3.

(2) Determinacién de actividad de la transduccién de la sefal wnt/B-catenina del derivado del isoxazol

La linea celular cuyo sistema de seleccion agonista Wnt basado en la célula se construye, fue incubada en un medio
de cultivo RPMI 1640 (para SW480) o DMEM (para HEK293) (que contiene suero fetal bovino inactivado mediante el
tratamiento de penicilina-estreptomicina (100 Unidades/mL) y tratamiento con calor) con una condicién de cultivo
estandar (5% de CO,, 37°C, 100% de humedad relativa (HR)). A continuacion, una suspension de célula unica fue
obtenida mediante el tratamiento con tripsina y un método de pipeteo. La suspension de célula unica fue diluida con
el mismo medio de cultivo hasta que el numero de las células estuvo en un rango de 8,000 a 15,000 células por
pozo, y se transfirieron a una placa de microtitulacién de 96-pozos. Después de las 24-horas de incubacién, las
células fueron tratadas con varias concentraciones de los derivados del isoxazol preparados en el Ejemplo
preparativo. Después de las 24-horas de incubacion, se determinaron las actividades de los derivados del isoxazol
utilizando un kit de ensayo de luciferasa (Promega, US). La evaluacion se llevé a cabo de acuerdo con el método
descrito en el manual del fabricante, y las actividades de los derivados del isoxazol preparados en el Ejemplo
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preparativo se enumeran en la siguiente Tabla 2 a 3. Se utiliz6 como control, cloruro de litio (LiCl, 20mM) que se
conoce que tiene un efecto para agonizar la transduccion de la sefial Wnt, y se expres6 como porcentaje el valor
relativo con el efecto agonista del cloruro de litio.

Tabla 2
[Tabla 2]

[Tabla]
Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de B-Catenina en la Linea Celular HEK293
No Original Actividad Max. Relativa (%) Conc. (M)
Control (LiCl) 100 20000
Derivado 1 70 60
Derivado 2 32 120
Derivado 3 61 30
Derivado 4 37 15
Derivado 5 109 60
Derivado 6 35 120
Derivado 7 7 120
Derivado 8 44 120
Derivado 17 <20 30
Derivado 21 <20 30
Derivado 22 58 15
Derivado 23 47 30
Derivado 24 <20 30
Derivado 25 42 120
Derivado 26 48 10
Derivado 27 58 120
Derivado 28 869 120
Derivado 29 67 120
Derivado 30 1049 120
Derivado 31 907 30
Derivado 32 <20 30
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(continuacién)

[Tabla]
Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de 3-Catenina en la Linea Celular HEK293
No Original Actividad Max. Relativa (%) Conc. (UM)
Derivado 33 <20 30
Derivado 34 <20 30
Derivado 35 600 120
Derivado 36 132 30
Derivado 37 92 30
Derivado 38 103 30
Derivado 39 80 120
Derivado 40 53 10
Derivado 41 54 120
Derivado 42 37 120
Derivado 43 59 120
Derivado 44 205 120
Derivado 45 46 120
Derivado 46 31 1
Derivado 47 43 120
Derivado 48 246 120
Tabla 3
[Tabla 3]
[Tabla]

Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de B-Catenina en la Linea Celular SW480

No. Compuesto Actividad Max. Relativa (%) Conc. (uM)
Control 1 (LiCl) 100 20000
Derivado 1 957 120
Derivado 2 1079 120
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(continuacién)

[Tabla]

Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de B-Catenina en la Linea Celular SW480

No. Compuesto Actividad Max. Relativa (%) Conc. (uM)
Derivado 3 625 60
Derivado 4 580 120
Derivado 5 1696 60
Derivado 6 130 120
Derivado 7 283 120
Derivado 8 296 120
Derivado 9 551 10
Derivado 10 344 30
Derivado 11 896 30
Derivado 12 676 30
Derivado 13 1192 120
Derivado 14 357 120
Derivado 15 657 120
Derivado 16 1047 30
Derivado 17 <20 30
Derivado 18 1016 120
Derivado 19 1146 120
Derivado 20 1030 30
Derivado 21 <20 30
Derivado 22 650 600
Derivado 23 486 60
Derivado 24 <20 30
Derivado 25 42 120
Derivado 26 48 10
Derivado 27 58 120
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[Tabla]

Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de 3-Catenina en la Linea Celular SW480

No. Compuesto Actividad Max. Relativa (%) Conc. (uM)
Derivado 28 869 120
Derivado 29 67 120
Derivado 30 1049 120
Derivado 31 907 30
Derivado 32 <20 30
Derivado 33 <20 30
Derivado 34 <20 30
Derivado 35 600 120
Derivado 36 132 30
Derivado 37 92 30
Derivado 38 103 30
Derivado 39 80 120
Derivado 40 53 10
Derivado 41 54 120
Derivado 42 37 120
Derivado 43 59 120
Derivado 44 205 120
Derivado 45 46 120
Derivado 46 31 1
Derivado 47 43 120
Derivado 48 246 120
Derivado 49 1168 120
Derivado 50 1490 120
Derivado 51 1136 30
Derivado 52 1493 10
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[Tabla]

Efectos en Derivados del Isoxazol en las Actividades de B-Catenina en la Linea Celular SW480

No. Compuesto Actividad Max. Relativa (%) Conc. (UM)
Derivado 53 945 120
Derivado 54 837 1
Derivado 55 1139 30
Derivado 56 922 30
Derivado 57 1091 30
Derivado 58 93 120
Derivado 59 374 120
Derivado 60 304 10
Derivado 61 113 120
Derivado 62 1060 30
Derivado 63 1287 120
Derivado 64 871 30
Derivado 65 414 120
Derivado 66 1086 10
Derivado 67 1753 120

Ejemplo experimental 2: Verificacion de la Actividad de Transduccion de la Sefal Ex vivo Wnt/B-Catenina de

los Derivados del Isoxazol mediante la Determinacion de la Cantidad de -Catenina Acumulada

Una linea celular HEK293 fue incubada en un medio de cultivo DMEM (que contiene suero fetal bovino inactivado
mediante el tratamiento de penicilina-estreptomicina (100 Unidades/mL) y el tratamiento con calor) con una
condicion de cultivo estandar (5% de CO,, 37C, 100% de HR). Un compuesto de prueba se disolvid en
dimetilsulféxido (DMSO), y finalmente se utiliza a una concentracién de 30 o 60 mM. Las células HEK293 (33107) se
incubaron durante 24 horas en un medio de cultivo que contienen el compuesto de prueba y un medio de cultivo libre
del compuesto de prueba respectivamente. Con el fin de aislar selectivamente solo el citoplasma a partir de las
células HEK293, las células HEK293 fueron lisadas mediante el tratamiento de las células HEK293 con una solucion
de alta concentracion de sal, centrifugando la suspension celular obtenida a una velocidad de rotaciéon de 200 g
(rpm) durante 10 minutos. A continuacion, se retiré el pellet de la membrana y el nucleo celular y se recuperé el
sobrenadante.

La solucion de citoplasma obtenida fue sometida a electroforesis en un gel PAGE al 10 %, y a continuacién se
sondearon con el anticuerpo B-catenina (Upstate Biotechnology Inc.). El sondeo se llevd a cabo utilizando un
sistema de quimioluminiscencia (BCL, Amersham). La proteina actina se utiliz6 como el control para comparar una
cantidad equivalente de la proteina. Los resultados se muestran en la FIG. 4. Como se muestra en la FIG. 4, se
confirmo mediante el ensayo de transferencia western blotting que, cuando las células fueron tratadas con los
compuestos, la B-catenina se acumuld en la célula, dependiendo de la concentracién de los compuestos.
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Ejemplo experimental 3: Prueba Ex vivo de la Proliferaciéon de la Célula Endotelial y la Proliferaciéon de la

Célula del Musculo Liso en los Derivados del Isoxazol
(1) Prueba de Proliferacion de la Célula Endotelial

Una linea celular HUVBC (célula endotelial de la vena umbilical humana, Cambrex, US) a 3-10 pasajes fue incubada
en un medio de cultivo EGM2 (medio de crecimiento endotelial, Cambrex, US) con una condicién de cultivo estandar
(95% de Oz, 5% de CO,, 37°C, 100% de HR). 1X10* Células se dividieron en una placa de 24 pozos, y se cultivaron
durante un dia de manera que las células se puedan fijar en la placa de 24 pozos. Con el fin de permitir que las
células entren a la interfase, las células se lavaron tres veces con PBS, y el medio de cultivo EGM2 fue reemplazado
por EBM2 (medio basal endotelial, Cambrex) que incluye 1% de suero fetal bovino y 1% de antibiético-antimicético
(Gibco, US), y las células se incubaron durante un dia. Después de que el medio utilizado se retirara, se adicioné a
las células una solucion de EBM2 que incluye 1% de suero fetal bovino y 1% de antibiético-antimicético (Gibco)
suplementada con un farmaco, y luego la solucidn celular se cultivd durante dos dias. Después del cultivo celular, se
observo la morfologia de las células con un microscopio. A continuacion, las células fueron separadas de la placa
utilizando tripsina, y se contaron utilizando un hemacitdémetro. Se utilizé DMSO al 0.1 % disuelto en solucién salina
como el vehiculo control.

(2) Prueba de Proliferaciéon de la Célula del Musculo Liso Vascular

Una linea celular SMC (célula del musculo liso adrtica de rata) a 3-10 pasajes fue incubada en un medio de cultivo
de SmGM (medio de crecimiento de célula del musculo liso Cambrex) que incluye 5% de suero fetal bovino y 1% de
antibiético antimicético reactivo (Gibco, US) con una condiciéon de cultivo estandar (95% de O, 5% de CO,, 37°C,
100% de HR). 2X10* Células se dividieron en una placa de 24 pozos, y se cultivaron durante un dia, de manera que
las células se puedan fijar en la placa de 24 pozos. Las células se lavaron tres veces con PBS, se colocaron en una
solucion de SmGM que incluye 5% de suero fetal bovino y 1% de antibiético-antimicético (Gibco), y luego se
incubaron durante un dia. Después de que el medio utilizado se retirara, se adiciond a las células una solucion de
SmGM que incluye 5% de suero fetal bovino suplementada con el farmaco correspondiente, y la solucién celular
luego se cultivd por dos dias. Después del cultivo celular, se observd la morfologia de las células con un
microscopio. A continuacion, las células fueron separadas de la placa utilizando tripsina, y se contaron utilizando un
hemacitometro. Se utiliz6 DMSO al 0.1% disuelto en solucién salina como el vehiculo control.

(3) Resultados

Los resultados del ensayo se muestran en las FIGS. 5 a 10, respectivamente. Como se muestra en la FIG. 5, se
revel6 que los convencionales agentes anti-estenosis, el paclitaxel y la rapamicina, inhiben la proliferacion de
HUVEC cuando las células se tratan con una concentracion creciente de los agentes anti-estenosis, pero el derivado
5 de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion incrementa o mantiene la proliferacién de
HUVEC. También, se observé que, como una concentracion del derivado 5 de acuerdo con una modalidad ejemplar
de la presente invencién aumenta, el nimero de células de las células del musculo liso vascular (VSMC) en un
medio de cultivo de SmMGM (medio de crecimiento de célula del musculo liso Cambrex) que incluye 5% de suero fetal
bovino y 1% de antibiético-antimicotico reactivo (Gibco, US) con una condicion de cultivo estandar (95% de O,. 5%
de COy, 37°C, 100% de HR) se reduce. También, como se muestra en la FIG. 6, se revel6 que la proliferacion de las
células endoteliales se recupera, cuando el compuesto se utiliza junto con el farmaco convencional “rapamicina”,
mientras la proliferacion de las células endoteliales se inhibe cuando las células endoteliales se tratan con solo la
rapamicina. También, se observd que la proliferacion de las células del musculo liso vascular se inhibe mas
significativamente cuando la rapamicina se utiliza junto con el compuesto que cuando la rapamicina se utiliza sola.
De forma similar, se observé que la proliferacion de las células endoteliales se recupera cuando el farmaco
convencional “paclitaxel” se utiliza junto con el compuesto, mientras que la proliferacion de las células endoteliales
se inhibe cuando el paclitaxel se utiliza solo, como se muestra en la FIG. 7.

Ademas del derivado 5, también se determinaron los efectos de los derivados 4, 19, 23, 31, 35, 50, 62, 63, 68, 69 y
70 en la proliferacion de las células endoteliales. Como resultado, se reveld que los compuestos inhiben o mantienen
la proliferacion de las células endoteliales como se muestra en las FIGS. 8 a 10. Por lo tanto, se revelé que los
compuestos utilizados en la presente invencion son farmacos que son efectivos para prevenir y tratar la reestenosis
ya que los compuestos inhiben la proliferacion de las células del musculo liso y potencian la proliferacién de las
células endoteliales.

Ejemplo experimental 4: Efecto del Derivado del Isoxazol en la Inhibicién de la Reestenosis en Modelo de
Lesion de Arteria Caroétida de Rata

Se determinaron los efectos del derivado del isoxazol en la inhibicion de la reestenosis utilizando un modelo de
lesiéon de arteria carétida de rata.
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Ratas blancas que pesan entre 350 a 400 g fueron anestesiados con ketamina y xileno, y las regiones de cirugia
fueron afeitadas y esterilizadas con betadine. La piel en la regién del cuello se cortdé por aproximadamente 2 cm, y
una arteria carétida de la rata se encontrd utilizando un mosquito. El flujo sanguineo fue impedido colgando una
hebra en la arteria carétida y una arteria carétida interna, después se ata una arteria carétida externa con una hebra.
Un catéter fogarty 2F (Baxter, US) se inserté en un vaso sanguineo entre la arteria carétida externa y la arteria
carotida para herir una region de la arteria carétida tres veces. A continuacion, la regién herida de la arteria carétida
fue atada con una hebra para permitir un flujo sanguineo a través de la arteria carétida y la arteria carétida interna y
prevenir la hemorragia entre la arteria cardtida y la arteria carétida externa, y la regidon de la cirugia se cerrd con
suturas. Cada una de las pieles de la parte de atras del cuello, se cortaron por aproximadamente 1 cm, y una bomba
osmotica que contiene un farmaco se inserta en el vaso sanguineo y se cierra con suturas. Después de 1 semana
para observar las células endoteliales y 2 semanas para observar la reestenosis, toda la sangre se extrajo de cada
rata sujeto utilizando una perfusion, las arterias carétidas se tomaron de las ratas y se hicieron las laminillas del
tejido para observar la seccion del vaso sanguineo. El derivado 5 (SKL-2020) se utilizd6 como el grupo experimental,
y 75% de DMF (dimetilformamida) (DMF:H>0=3:1) se utilizé como el vehiculo control. Los resultados experimentales
se muestran en la FIG. 11. Como se muestra en la FIG. 11 y FIG. 13, se revel6 que una zona reestendética del vaso
sanguineo se reduce mas significativamente en tamafio, cuando se administraron 200mg/kg/dia del derivado 5
durante dos semanas, que cuando el derivado 5 no se administr6. También, se considera que, dado que el
compuesto tiene una inhibicion mas significante del efecto de la reestenosis cuando las células fueron tratadas con
el compuesto junto con rapamicina, que cuando las células fueron tratadas con el compuesto solo, el compuesto de
acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencién tiene un efecto sinérgico cuando el compuesto se
utiliza junto con el inhibidor convencional de la reestenosis.

Ejemplo experimental 5: Observacion de la Re-endotelizacion mediante el Derivado del Isoxazol en Modelo
de Lesion de Arteria Carétida de Rata

Con el fin de observar un nivel de re-endotelizacion por un farmaco, una laminilla de la seccion de tejido del vaso
sanguineo se traté con peroxidasa de hidrogeno al 0.1% para retirar la peroxidasa endégena, y se hace reaccionar a
4°C con VWF (factor de von willebrand, DakoCytamation, US) Ab, que tifie las células endoteliales de ratones. A
continuacion, la seccion del tejido se tratd con IgG anti-rata biotinilado (Jackson Immuno Research Laboratories, US)
y se tifieron utilizando un kit peroxidasa- complejo avidina-biotina (ABC) (kit Elite; Vector Laboratories). Se observé
la laminilla de la seccion de tejido y fue fotografiada con un microscopio. El derivado 5 se utilizé como el grupo
experimental, y se utilizé como vehiculo control DMF al 75% (dimetilformamida) (DMF:H>0=3:1). Los resultados
experimentales se muestran en la FIG. 12 y FIG. 13. Como se muestra en la FIG. 12, se revel6 que la re-
endotelizacién en una superficie de arteria carétida dafiada ocurre mas significativamente, cuando se administran
200mg/kg/dia del derivado 5 durante dos semanas, que cuando el derivado 5 no se administr6. Como se muestra en
la FIG. 13, también se considera que, dado que la re-endotelizacion se aumenta mas significativamente cuando las
células fueron tratadas con el compuesto junto con la rapamicina, que cuando las células fueron tratadas con el
compuesto solo, el compuesto de acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente invencion tiene un efecto
sinérgico cuando el compuesto se utiliza junto con el inhibidor convencional de la reestenosis.

Ejemplo experimental 6: Efecto de Derivado del Isoxazol en la Inhibicion de la Reestenosis en un Modelo
Porcino de Stent Coronario

Se determiné un efecto del derivado del isoxazol en la inhibicion de la reestenosis utilizando un modelo porcino de
stent coronario.

Todos los cerdos que recibieron una operacion quirtrgica fueron tratados con un agente anti-trombético “clopidogrel”
(35 mg/dia) y aspirina (100 mg/dia) antes de una semana de la operacion quirtrgica. Los cerdos que pesan de 30 a
40 kg fueron anestesiados con ketamina (20 mg/kg IM) y xilazina (2 mg/kg IM), y la anestesia se mantuvo por la
conexion de un equipo de perfusion a sus venas de la oreja y permitiendo que una soluciéon de ketamina/xilazina
(ketamina 50g+ xilazina 10g/500ml de solucién salina) pase en las venas de la oreja de acuerdo con el estado de
anestesia. Las regiones de cirugia del cerdo se afeitaron, esterilizaron con betadine. La piel en el cuello se corté por
aproximadamente 5 cm, y una arteria carétida del cerdo se encontré utilizando un mosquito, y se administré 1 ml de
heparina (5,000 IU) a los cerdos. Se realizé una angiocardiografia utilizando un angiocardiografo SIREMOBIL 245B
(disponible comercialmente de Siemens). Se utilizé un stent (diametro: 3.0 mm; longitud: 15 mm) para la operacion
quirurgica en LAD, RAD y RCX mediante la expansion del stent a una relacion 1:1.3 del diametro de vena:stent, y la
posicion de trasplante del stent se determind previamente utilizando el sistema de imagenes.

Después de 28 dias, los cerdos se inyectaron por via intravenosa con KCI (40 meg/l) bajo una condicion de
anestesia convencional, para inducir la cardioplegia en el cerdo, y los corazones se extrajeron de los cerdos.
Inmediatamente después de la extraccion de los corazones del cerdo, los vasos sanguineos del corazén del cerdo
fueron perfusionados con 500 ml de solucion salina fisiolégica obtenida mediante la dilucién de 1 ml de heparina
(5000 IU), y se fijaron en 500 ml de solucion de formalina al 10% a través de la perfusion. A continuacién, los
corazones totales del cerdo se fijaron por la inmersion en una solucion de formalina al 10% estandarizada con
solucion salina fisiolégica. Las regiones del vaso sanguineo RCX, RAD y LAD stent injertado fueron extraidas, se
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fijaron en una solucion de formalina al 10% durante un dia, se deshidrataron con etanol, y luego se fijaron con metil
metacrilato durante un mes. Después de la inmersion, los vasos sanguineos del cerdo se cortaron a 10 um de
longitud utilizando un cortador laser, se rallaron a un tamafio de 5 a 7 um utilizando un papel de lija, y luego se
observan bajo un microscopio 6ptico para determinar la presencia de la reestenosis. En este experimento, se utilizé
un stent que no contiene un farmaco y esta recubierto con polimero PLGA como el control negativo, y se utilizd un
stent que contiene rapamicina en adicion al polimero PLGA como el control positivo. Como el grupo experimental se
utilizé un stent que contiene una mezcla de 180 mg de rapamicina con una cantidad creciente (45mg, 90mg y 180
mg) del derivado 5.

Los resultados del experimento se muestran en la FIG. 14. Como se muestra en la FIG. 14, se revel6 que la zonas
reestendticas de los vasos sanguineos se reducen significantemente de 2.74 mm? a 1.80 mm? en los grupos
tratados con rapamicina, en comparacion con el control negativo, y también se confirmé que una pérdida del lumen
de vaso sanguineo ademas se reduce en los grupos tratados con el derivado 5, en comparacion con el grupo tratado
con rapamicina.

Ejemplo experimental 7: Observacion de Re-endotelizacion por los Derivados del Isoxazol en un Modelo
Porcino de Stent Coronario

Con el fin de observar un nivel de re-endotelizacién por un farmaco, un portaobjetos de la seccion de tejido de vaso
sanguineo del cerdo se hizo reaccionar a 4°C con vWF (factor de von willebrand, DakoCytomation, US) Ab, que tifie
las células endoteliales de ratones. A continuacion, la seccion del tejido se traté con IgG anti-humano biotinilado
(Jackson Immuno Research Laboratories, US) y se tifieron utilizando un kit peroxidasa- complejo avidina-biotina
(ABC). La laminilla de la seccion de tejido se observd y fue fotografiada con un microscopio de fluorescencia. Los
resultados experimentales se muestran en la FIG. 15.

Como se muestra en la FIG. 15, se revelé que, cuando el stent esta recubierto con el polimero, una tasa de re-
endotelizacion (% de cicatrizacion) fue del 80.2%, pero la tasa de re-endotelizacion (% de cicatrizacién) se reduce a
67.9% por la rapamicina. Se confirmé que, 4 semanas después de que el derivado 5 se administré a los cerdos, la
re-endotelizacion en la superficie de arteria carétida dafiada se recuperd de manera significativa a un nivel tal que
las células se tratan con la rapamicina. Se considera que, cuando el compuesto de acuerdo con una modalidad
ejemplar de la presente invencidon se utiliza junto con el inhibidor convencional de la reestenosis, el compuesto
funciona para prevenir la trombosis de stent tardia, inhibiendo la reduccién de la reendotelizaciéon que es causada
por los efectos secundarios.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para utilizar en la prevencion y el tratamiento de la reestenosis que comprende
una cantidad terapéutica efectiva de los derivados del isoxazol representados por la siguiente Férmula 1, o las sales
farmacéuticamente disponibles de este:

Férmula 1

Rq \l

NH A
\(CHz)m/ \Rz

0

en donde, R4 es fenilo, furanilo o tienilo que es sustituido o no sustituido con al menos un sustituyente seleccionado
del grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbamoil (-O-(C=0)-NH), ciano,
halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi y guanido,

mes203,
A es unenlace, O, S, SO, 0 S(=0),, ¥

R> es imidazolil, pirazolil, triazolil, tetrazolil o piridinil que es sustituido o no sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado del grupo que consiste de acilo, amino, carboalcoxi, carboxi, carboxiamino, -O-carbamoil (-O-(C=0)-
NH>), ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquilo, cicloalquilo, arilo, alcoxi, ariloxi, sulfoxi y guanido.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, para el uso de la reivindicaciéon 1, en donde los derivados del
isoxazol se seleccionan del grupo que consiste de los siguientes compuestos (1) a (70):

(1): &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(2): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-2-il-etil)-amida

(3): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-3-il-etil)-amida

(4): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(5): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-4-il-etil)-amida

(6): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(2-metil-imidazol-1-il)-etil] - amida
(7): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(5-metil-imidazol-1-il)-etil] - amida
(8): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(4-metil-imidazol-1-il)-etil] - amida
(9): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida

(10): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida

(11): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil)-amida
(12): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida
(13): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-tetrazol-2-il-etil)-amida

(14): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2- tetrazol-1-il-etil)-amida

(15): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(2-metil-imidazol-1-il)-propil]l-amida
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(16): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-pirazol-1-il-propil)-amida

(17): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,3] triazol-1-il-propil)-amida
(18): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,3] triazol-2-il-propil)-amida
(19): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
(20): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-tetrazol-1-il-propil)-amida

(21): &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-tetrazol-2-il-propil)-amida

(22): 4cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(4-metil-imidazol-1-il)-propil]-amida
(23): acido 5-fenil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(24): acido 5-fenil-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(25): acido 5-o-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(26): acido 5-m-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(27): acido 5-p-tolil-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(28): acido 5-(2-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(29): acido 5-(3-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(30): a&cido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(31): &cido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
(32): acido 5-(2-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(33): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(34): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida

(35): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida
(36): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida
(37): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil)-amida
(38): acido 5-(4-fluoro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-tetrazol-2-il-etil)-amida

(39): acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] triazol-1-il-propil)-amida
(40): acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida
(41): acido 5-(4-cloro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(42): acido 5-(2-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(43): acido 5-(3-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(44): acido 5-(4-metoxi-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
(45): acido 5-(3-nitro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(46): &cido 5-(4-nitro-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida
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(47): acido 5-(3-amino-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(48): acido 5-(4-amino-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(49): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(50): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] -triazol-1-il-propil)-amida

(51): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(52): 4cido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-pirazol-1-il-etil)-amida

(53): &cido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] triazol-1-il-etil)-amida

(54): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-2-il-etil)-amida

(55): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,3] triazol-1-il-etil)-amida

(56): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-3-il-etil)-amida

(57): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico (2-piridin-4-il-etil)-amida

(58): acido 5-(5-bromo-tiofen-2-il)-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(59): acido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(60): acido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] - triazol-1-il-propil)-amida

(61): &cido 5-furan-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] - triazol-1-il-etil)-amida

(62): 4cido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-[1,2,4] - triazol-1-il-propil)-amida

(63): acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (3-imidazol-1-il-propil)-amida

(64): acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-imidazol-1-il-etil)-amida

(65): acido 5-tiofen-3-il-isoxazol-3-carboxilico (2-[1,2,4] - triazol-1-il-etil)-amida

(66): acido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(piridin-2-il-oxi)-etil] - amida

(67): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(piridin-2-il-oxi)-etil] - amida

(68): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(1-metil-1H-tetrazol-5-il-sulfanil)- etil]- amida
(69): acido 5-tiofen-2-il-isoxazol-3-carboxilico [3-(4H-[1,2,4] triazol-3-il-sulfanil)-propil]-amida
(70): &cido 5-furan-2-il-isoxazol-3-carboxilico [2-(4-metil-4H-[1,2,4] triazol-3-sulfonil)-etil]-amida

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, para el uso de la reivindicacion 1, que ademas comprende la
rapamicina o el paclitaxel.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, para utilizar en la prevencion y el tratamiento de
enfermedades seleccionadas del grupo que consiste de reestenosis coronaria después de una angioplastia
coronaria transluminal percutanea (PTCA), reestenosis después de una intervencion percutanea de enfermedades
vasculares cerebrales y periféricas, estenosis vascular después de varias cirugias vasculares, estenosis vascular
después de una operacion de bypass y angioplastia de fistula arteriovenosa, estenosis después de trasplante de
vaso sanguineo artificial y del vaso sanguineo del mismo individuo, y arteriosclerosis.

5. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1, para el uso de la reivindicacion 1, que ademas comprende un
portador farmacéuticamente disponible, que es apropiado para ser formulado en una formulacion oral, una
formulacion parenteral, una formulacion inyectable o una formulacién transcutanea.
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6. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 1, para el uso de la reivindicacién 1, en donde la composicién se
administra en la forma de un agente de recubrimiento del stent.

7. La composicidon farmacéutica segun se define en la reivindicacion 1, para utilizar en un método para la prevenciéon

de trombosis de stent tardio, dicho método que comprende la administraciéon de dicha composiciéon farmacéutica a
los pacientes para proporcionar la actividad antireestenosis y acelerar la re-endotelizacion.
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[Fig. 1]

<ESTRUCTURA DEL GEN DISENADO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE -CATENINA>

B EEEN |

SITIO DE ENLACE 5X TCF TATA LUCIFERASA DE LUCIERNAGA
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[Fig. 2]

< SISTEMA BASADO EN LA CELULA PARA LA SELECCION DEL AGONISTA WNT>

AGONISTA Wnt
(LiCl)

j
B-CATENINA l—-> HU:‘>LUCIFERA5A I

DE LUCIERNAGA|

Luciferasa de luciérnaga
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[Fig. 3]

AUMENTO DEL NIVEL DE LA ACTIVIDAD DE LA LUCIFERASA
DE LUCIERNAGA MEDIANTE EL TRATAMIENTO CON LICL
(CONTROL POSITIVO) EN SISTEMA DE SELECCION
AGONISTA WNT BASADO EN LA CELULA

[ LiCIK{20mM)
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30 |
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10 |
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[Fig. 4]

<EFECTO DE LOS DERIVADOS DEL ISOXAZOL EN LA ACUMULACION
DE B- CATENINA EN CITOPLASMA>

B— CATENINA —*

0=-ACTINA =+

1.Control 2. LICL.20mM
3.DERIVADO1. 30 yM 4 .DERIVADO 1. 60 uM

5.DERIVADOS, 30 uM 6.DERIVADO 5. 60 uM
7. Wnt3a
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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DERIVADO 68 DERIVADO 35

[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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CONTROL
(75% DMF)

ISOXAZOL
(20 ug/kg/dia)
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% -Rapamicina (1mg/kg/dia)

SKL-2020 (0.2 mg/kg/dia)
SKL-2020(0.2 mg/kg/dia)

f“‘-*—';L:L il

TINCION EC UTILIZANDO ANTI-VWF (FACTOR DE VON WILLEBRAND)
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Sirolimus+S8K
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