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DESCRIPCION

Uso de derivados del acido (-)-(3-halometilfenoxi)-(4-halofenil) acético para el tratamiento de la resistencia a la
insulina, la diabetes de tipo 2 y la hiperuricemia

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio del nimero de serie de EE.UU. 09/724.788, presentada el 28 de noviembre de
2000.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al uso de composiciones y derivados del &cido (-) (3-halometilfenoxi) (4-halofenil)
acético en el tratamiento de la resistencia a la insulina, la diabetes de tipo 2 y la hiperuricemia. Ademas se refiere a
derivados del &cido (-) (3-halometilfenoxi) (4-halofenil) acético que son Utiles para el tratamiento de la resistencia a la
insulina, la diabetes de tipo 2 y la hiperuricemia, como se define en las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

La diabetes mellitus, cominmente denominada diabetes, se refiere a un proceso de enfermedad originado por
multiples factores causales y caracterizado por concentraciones elevadas de glucosa plasmatica, denominadas
hiperglucemia. Véase, por ejemplo, LeRoith, D. et al, (ed.), Diabetes Mellitus (Lippincott-Raven Publishers,
Filadelfia, PA EE.UU. 1996) y todas las referencias citadas en él. De acuerdo con la Asociacion Estadounidense de
Diabetes, se calcula que la diabetes mellitus afecta aproximadamente al 6 % de la poblacién mundial. La
hiperglucemia incontrolada se asocia con una mortalidad aumentada y prematura debida al aumento del riesgo de
enfermedades microvasculares y macrovasculares, incluidas nefropatias, neuropatias, retinopatias, hipertension,
cerebrovasculopatia y cardiopatia coronaria. Por lo tanto, el control de la homeostasis de la glucosa es un enfoque
sumamente importante para el tratamiento de la diabetes.

Existen dos formas principales de diabetes: diabetes de tipo 1 (antiguamente denominada diabetes
insulinodependiente o DMID); y diabetes de tipo 2 (antiguamente denominada diabetes no insulinodependiente o
DMNID).

La diabetes de tipo 1 es el resultado de una deficiencia total de insulina, la hormona que regula la utilizacién de la
glucosa. Esta deficiencia de insulina suele caracterizarse por la destruccion de células p dentro de los islotes de
Langerhans del pancreas, lo que habitualmente de lugar a una deficiencia total de insulina. La diabetes de tipo 1
tiene dos formas: la diabetes mellitus mediada por inmunidad, que es consecuencia de una destruccion
autoinmunitaria de las células  del pancreas mediada por células; y la diabetes mellitus idiopatica, que se refiere a
formas de la enfermedad con etiologias desconocidas.

La diabetes de tipo 2 es una enfermedad caracterizada por la resistencia a la insulina acompafnada por una
deficiencia de insulina, relativa mas que total. La diabetes de tipo 2 puede variar desde una resistencia a la insulina
predominante con deficiencia relativa de insulina, hasta una deficiencia de insulina predominante con algo de
resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina es la capacidad disminuida de la insulina para ejercer su accién
biolégica en un amplio intervalo de concentraciones. En individuos resistentes a la insulina, el organismo segrega
cantidades anormalmente altas de insulina para compensar este defecto. Cuando estan presentes cantidades de
insulina inadecuadas para compensar la resistencia a la insulina y controlar de forma adecuada los niveles de
glucosa, se desarrolla un estado de intolerancia a la glucosa. En un nimero significativo de individuos, la secrecién
de insulina disminuye mas y se eleva la concentracion plasmatica de glucosa, dando lugar al estado clinico de
diabetes. La diabetes de tipo 2 puede deberse a una resistencia profunda a los efectos reguladores estimuladores de
la insulina sobre el metabolismo de la glucosa y los lipidos en los principales tejidos sensibles a la insulina: musculo,
higado y tejido adiposo. Esta reactividad de resistencia a la insulina da lugar a una activacién por insulina
insuficiente de la incorporacion, oxidacién y almacenamiento en el musculo de la glucosa y a la supresion
inadecuada de la lipdlisis en el tejido adiposo y de la produccién y secrecion de glucosa en el higado.
Frecuentemente, en la diabetes de tipo 2, los niveles de acidos grasos libres son elevados en pacientes obesos y
algunos no obesos y aumenta la oxidacion de lipidos.

El desarrollo prematuro de ateroesclerosis y el aumento de la tasa de enfermedades cardiovasculares y vasculares
periféricas son rasgos caracteristicos de pacientes con diabetes. La hiperlipidemia es un factor desencadenante
importante para estas enfermedades. La hiperlipidemia es una afeccién caracterizada, en general, por un aumento
anomalo de los lipidos séricos en el torrente sanguineo y es un factor de riesgo importante en el desarrollo de
ateroesclerosis y cardiopatias. Para una revision de trastornos del metabolismo de lipidos, véase, por ejemplo,
Wilson, J. et al., (ed.), Disorders of Lipid Metabolism, Capitulo 23, Textbook of Endocrinology, 92 Edicion, (W.B.
Sanders Company, Filadelfia, PA EE.UU. 1998. Las lipoproteinas séricas son los transportadores para lipidos en la
circulacion. Se clasifican en funcién de su densidad: quilomicrones; lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL);
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL); lipoproteinas de baja densidad (LDL); y lipoproteinas de alta densidad
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(HDL). La hiperlipidemia se clasifica habitualmente como hiperlipidemia primaria o secundaria. En general, la
hiperlipidemia primaria esta provocada por defectos genéticos, mientras que la hiperlipidemia secundaria, en
general, estd provocada por otros factores, tales como diversos estados de enfermedad, farmacos y factores
alimenticios. De forma alternativa, la hiperlipidemia puede ser consecuencia de una combinacién de causas tanto
primarias como secundarias de hiperlipidemia. Las concentraciones de colesterol elevadas se asocian con una serie
de estados de enfermedad, incluidos arteriopatia coronaria, angina de pecho, arteriopatia carotidea, apoplejias,
arterioesclerosis cerebral y xantoma.

La dislipidemia, o concentraciones anémalas de lipoproteinas en el plasma sanguineo, aparece con frecuencia entre
los diabéticos y se ha demostrado que es uno de los principales contribuyentes al aumento de la incidencia de
acontecimientos coronarios y muertes entre sujetos diabéticos (véase, por ejemplo, Joslin, E. Ann. Chim. Med.
(1927) 5: 1061-1079). Los estudios epidemioldgicos desde entonces han confirmado la relacion y han mostrado un
aumento de varias veces en muertes coronarias entre sujetos diabéticos en comparacién con sujetos no diabéticos
(véanse, por ejemplo, Garcia, M. J. et al., Diabetes (1974) 23: 105-11 (1974); y Laakso, M. y Lehto, S., Diabetes
Reviews (1997) 5(4): 294-315). Se han descrito varias anomalias de lipoproteinas entre sujetos diabéticos (Howard
B., et al., Artherosclerosis (1978) 30: 153-162).

Estudios anteriores de los afios 1970 han demostrado la eficacia del acetato de (4-clorofenil) (3-trifluorometilfenoxi)
2-acetamidoetilo racémico (también conocido como "halofenato”) como un agente terapéutico potencial para tratar la
diabetes de tipo 2, la hiperlipidemia y la hiperuricemia (véanse, por ejemplo, Bolhofer, W., EE.UU. 3.517.050; Jain, A.
et al., N. Eng. J. Med. (1975) 293: 1283-1286; Kudzma, D. et al., Diabetes (1977) 25: 291-95; Kohl, E. et al,
Diabetes Care (1984) 7: 19-24; McMahon, F.G. et al., Univ. Mich. Med. Center J. (1970) 36: 247-248; Simori, C. et
al., Lipids (1972) 7: 96-99; Morgan, J.P. et al., Clin. Pharmacol. Therap. (1971) 12: 517-524, Aronow, W.S. et al.,
Clin. Pharmacol Ther (1973) 14: 358-365 y Fanelli, G.M. et al., J. Pharm. Experimental Therapeutics (1972) 180:377-
396). En estos estudios anteriores, se observé el efecto del halofenato racémico sobre la diabetes al combinarlo con
sulfonilureas. Se observé un efecto minimo sobre la glucosa en pacientes con diabetes tratados con halofenato
racémico solo. Sin embargo, se observaron efectos secundarios significativos, incluidas hemorragias
gastrointestinales desde el estémago y Ulceras pépticas (véase, por ejemplo, Friedberg, S.J. et al., Clin. res. (1986)
vol. 34, n.2 2: 682A).

Ademas, habia algunos indicios de interacciones entre farmacos de halofenato racémico con agentes tales como
sulfato de warfarina (también denominado 3-(alfa-acetonilbencil)-4-hidroxicumarina o Coumadin™ (Dupont
Pharmaceuticals, E. I. Dupont de Nemours and Co., Inc., Wilmington, DE EE.UU.) (véase, por ejemplo, Vesell, E. S.
y Passantanti, G.T., Fed. Proc. (1972) 31(2): 538). El Coumadin™ es un anticoagulante que actia inhibiendo la
sintesis de factores de coagulacién dependientes de la vitamina K (que incluyen los factores II, VII, IX y X y las
proteinas anticoagulantes C y S). Se cree que el Coumadin™ se metaboliza de forma estereoespecifica por enzimas
microsémicas hepaticas (las enzimas del citocromo P450). Las isoenzimas del citocromo P450 implicadas en el
metabolismo del Coumadin incluyen la 2C9, la 2C19, la 2C8, la 2C18, la 1A2 y la 3A4. Es probable que la 2C9 sea la
forma principal de P450 hepatico humano, que modula el metabolismo de farmacos in vivo de varios farmacos,
incluida la actividad anticoagulante del Coumadin™ (véase, por ejemplo, Miners, J. O. et al., Bri. J. Clin. Pharmacol.
(1998) 45: 525-538).

Los farmacos que inhiben el metabolismo del Coumadin™ dan lugar a una disminucion adicional de los factores de
coagulacién dependientes de la vitamina K que evita la coagulacion mas de lo deseado en pacientes que reciben un
tratamiento de ese tipo (es decir, pacientes en riesgo de embolia pulmonar o cerebral por coagulos sanguineos en
las extremidades inferiores, el corazon u otros sitios). Frecuentemente, la simple reduccion de la dosis de
anticoagulante es dificil, ya que es necesario mantener una anticoagulacion adecuada para evitar que se formen
coagulos. El aumento de la anticoagulacion por la interacciéon entre farmacos da lugar a un riesgo significativo para
dichos pacientes con la posibilidad de hemorragias graves de lesiones en tejidos blandos, sitios gastrointestinales
(es decir, Ulceras gastricas o duodenales) u otras lesiones (es decir, aneurisma aodrtico). Una hemorragia ante
demasiada anticoagulacién constituye una emergencia médica y puede dar como resultado la muerte si no se trata
inmediatamente con un tratamiento adecuado.

También se sabe que el citocromo P450 2C9 participa en el metabolismo de varios otros farmacos usados
comunmente, incluidos la dilantina, sulfonilureas, tales como la tolbutamida, y varios agentes antiinflamatorios no
esteroideos, tales como el ibuprofeno. La inhibicién de esta enzima tiene el potencial de provocar otros efectos
adversos relacionado con interacciones entre farmacos, ademas de las descritas anteriormente para el Coumadin™
(véase, por ejemplo, Pelkonen, O. et al., Xenobiotica (1998) 28: 1203-1253; Linn, J.H. y Lu, A.Y., Clin.
Pharmacokinet. (1998) 35(5): 361-390).

Se necesitan soluciones para las dificultades y deficiencias anteriores antes de que el halofenato llegue a ser eficaz
para el tratamiento rutinario de la resistencia a la insulina, la diabetes de tipo 2 y la hiperuricemia. La presente
invencion satisface esta y otras necesidades proporcionando compuestos, composiciones y su uso para el alivio de
la resistencia a la insulina, la diabetes de tipo 2 y la hiperuricemia, al mismo tiempo que presenta un mejor perfil de
efectos adversos.
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El documento WO 00/74666 es un documento en virtud del articulo 54(3) del CEP y divulga el uso de composiciones
y derivados del acido (-) (3-trihalometilfenoxi) (4-halofenil) acético.

El documento US 3517050 divulga ésteres y amidas del acido (3-trifluorometilfenoxi) (4-halofenil) acético.

El documento de McMahon F.G., Jain A., Ryan J.R., Hague D., "Some effects of MK-185 on lipid and uric acid
metabolism in man", Univ. Mich. Med. Center J., vol. 36, 1970, paginas 247-248, divulga la capacidad del (4-
clorofenil) (3-trifluorometil fenoxi) acetato de 2-acetoamidoetilo para disminuir los lipidos séricos en 10 pacientes con
hiperlipoproteinemia de tipo Il y IV.

El documento de Feldman E.B. et al., "Insulin sensitivity in hypertriglyceridemia: induction by combined triglyceride
and uric acid lowering," Clinical Research, (1975) 23/1 (43A), estudié las interrelaciones de las concentraciones en
circulacion de lipidos, glucosa y acido drico y su control por insulina durante el tratamiento a largo plazo de 10
pacientes con hipertriglicidemia de tipo IV con halofenato.

Sumario de la invencidn

De acuerdo con la presente invencion se proporciona una composicion farmacéutica como se describe en las
reivindicaciones.

Tales composiciones comprenden un compuesto de férmula Il:

en la que R? es un miembro seleccionado del grupo que consiste en alquilo ciclico Cs-Cg, alquenilo C»-Cs y alquinilo
C2-Cs, en el que los grupos estas sustituidos opcionalmente con uno o mas atomos de halégeno; fenilo, naftilo y
piridilo, en el que los grupos estan sustituidos opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en halo, alquilo Cs-Cq; alcoxi C1-Ca, -NOz, -S(O)m(alquilo C+-Cs), -OH, -NR°R*, -COzR°, -NR*COR?, -
NR®CONR®R*y -C\Fu; mesde 0a2;vesde 1a3;ywesdela(2v+1). Ry R*son independientemente H,
alquilo C+-Cs, fenilo o bencilo. R® es alquilo C1-Cs o NR°R*.

Los grupos X', X%, X* y X* tienen los significados: X' es un halégeno; y X2, X* y X* se seleccionan cada uno
independientemente de hidrégeno; o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que las composiciones
contienen al menos el 90 % en peso del estereoisomero (-) del compuesto y el 10 % en peso o menos del
estereoisémero (+) del compuesto.

La presente divulgacion proporciona ademas modulacién de la resistencia a la insulina en un mamifero mediante la
administraciéon al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz del estereocisémero (-) de un compuesto de
formula Il.

La presente divulgacién proporciona ademas alivio de la hiperlipidemia en un mamifero mediante la administracién al
mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula Il.

La presente divulgacion proporciona ademas modulacién de la hiperuricemia en un mamifero mediante la
administracion al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula 1.

La presente divulgacién también proporciona compuestos y composiciones farmacéuticas. Los compuesto son de
formula Il. Las composiciones farmacéuticas comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula II.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la inhibicién de la actividad del citocromo P450 2C9 (CYP2C9) por acido halofénico racémico ,

acido (-) halofénico y acido (+) halofénico. Se midié la hidroxilacion de la tolbutamida en presencia de
concentraciones crecientes de estos compuestos. El acido halofénico racémico inhibi6 la actividad del CYP 2C9 con
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una CI50 de 0,45 uM y el acido (+) halofénico inhibié el CYP 2C9 con una CI50 de 0,22 uM. Por el contrario, el &cido
(-) halofénico fue 20 veces menos potente, con una CI50 aparente de 3,5 pM.

La figura 2 muestra el curso temporal de la disminucidon de glucosa tras una Unica dosis oral de halofenato racémico,
enantiomero (-) de halofenato o enantiomero (+) de halofenato a 250 mg/kg en un ratéon ob/ob diabético. El
enantiomero (-) mostr6 el comienzo de la accién mas rapido y la duracion de la accion mas prolongada. La
disminucion de glucosa fue significativa (p<0,05) para el enantiémero (-) en comparacién con el control para todos
los puntos desde 3 hasta 24 horas. El halofenato racémico y el enantiomero (+) también fueron significativos
(p<0,05) para todos los puntos desde 4,5 hasta 24 horas. La glucosa plasmatica a las 24 horas fue de 217 + 16,4
mg/dl en animales tratados con el enantiomero (-), en comparacién con 306 + 28,5 mg/dl y 259,3 + 20,8 mg/dl para
animales tratados con el enantiomero (+) y el racemato, respectivamente. La glucosa plasmatica en los controles
tratados con vehiculo fue de 408 + 16,2 mg/dl a las 24 horas. El enantiémero (-) fue mas eficaz y significativamente
diferente (p<0,05) del enantidmero (+), en los puntos temporales tanto a las 3 horas como a las 24 horas.

La figura 3 muestra la capacidad del halofenato racémico y los enantiomeros tanto (-) como (+) de halofenato para
disminuir la glucosa plasmatica en ratones ob/ob diabéticos tras la administracion oral diaria. El racemato se
administrd a una dosis de 250 mg/kg/dia y los enantidmeros se administraron a dosis de 125 mg/kg/dia y 250
mg/kg/dia. Se observaron disminuciones significativas en las concentraciones de glucosa con relacién a los animales
de control en animales tratados con halofenato racémico y con los enantiémeros tanto (-) como (+). A la dosis baja
(125 mg/kg) de tratamiento con los enantiémeros (-) y (+), el enantibmero (-) fue significativo a las 6, 27 y 30 horas,
mientras que el enantiémero (+) fue significativo s6lo a las 6 y a las 27 horas.

La figura 4 muestra las concentraciones plasmaticas de insulina en los ratones ob/ob tratados con halofenato
racémico y los enantiémeros tanto (-) como (+) de halofenato en ratones ob/ob diabéticos tras la administracion oral
diaria. El racemato se administr6 a una dosis de 250 mg/kg/dia y los enantiémeros se administraron a dosis de 125
mg/kg/dia y 250 mg/kg/dia. Con relacién al control de vehiculo, las insulinas fueron mas bajas en los animales
tratados con el racemato o cualquiera de los enantibmeros de halofenato. A la dosis alta, el mayor grado de
reduccion de la insulina plasmatica se observoé a las 27 y a las 30 horas en animales tratados con los enantiémeros
tanto (-) como (+) de halofenato tras dos dias de tratamiento.

La figura 5 muestra concentraciones plasmaticas de glucosa tras un ayuno de una noche en ratones ob/ob
diabéticos tras un tratamiento de 5 dias con vehiculo, halofenato racémico a 250 mg/kg/dia, enantidmero (-) de
halofenato a 125 mg/kg/dia y 250 mg/kg/dia o enantiémero (+) de halofenato a 125 mg/kg/dia o 250 mg/kg/dia. Los
animales de control eran hiperglucémicos con concentraciones plasmaticas de glucosa de 185,4 + 12,3 mg/dl. Todos
los animales tratados con halofenato mostraron reducciones significativas (p < 0,01) de glucosa. Las dosis altas de
ambos enantiémeros redujeron la glucosa hasta concentraciones casi normales a 127,3 £ 8,0 mg/dl y 127,2 £ 9,7
mg/dl para animales tratados con el enantiémero (-) y el enantidmero (+), respectivamente.

La figura 6 muestra las concentraciones plasmaticas de insulina tras un ayuno de una noche en ratones ob/ob
diabéticos tratados con vehiculo, halofenato racémico a 250 mg/kg/dia, enantiomero (-) a 125 mg/kg/dia y 250
mg/kg/dia o enantibmero (+) de halofenato a 125 mg/kg/dia o 250 mg/kg/dia durante 5 dias. Se observaron
concentraciones plasmaticas de insulina significativamente méas bajas en animales que recibieron ambas dosis de
enantiomero (-). La dosis baja de enantiémero (+) de halofenato no redujo la insulina plasmatica, aunque la dosis
alta del enantiémero (+) dio lugar a una disminucién de la insulina plasmatica.

La figura 7A muestra concentraciones plasmaticas de glucosa tras una exposicion oral a glucosa en ratas Zucker
obesas, un modelo de resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa. Estos animales se trataron con control de
vehiculo, halofenato racémico, (-) halofenato o (+) halofenato 5,5 horas antes de la exposicion a la glucosa. El
racemato se administré a 100 mg/kg y ambos enantiémeros se administraron a 50 y 100 mg/kg. En los animales de
control, la glucosa se elevd hasta >250 mg/dl 30 minutos después de la exposicién, una clara indicacién de
intolerancia a la glucosa. La glucosa plasmatica se redujo en ratas que habian recibido el halofenato racémico,
especialmente entre 30 - 60 minutos después de la exposicién. Los animales que recibieron el (-) halofenato a 100
mg/kg presentaron el grado mayor de disminuciéon de la glucosa de todos los animales tratados. Los animales
tratados con el (-) halofenato presentaron concentraciones de glucosa mas bajos que se mantenian a los 90-120
minutos, en comparacién con las ratas tratadas con el racemato o el (+) halofenato. La figura 7B compara el
incremento del area bajo la curva (ABC) para los animales de cada grupo. Se observaron cambios significativos
(p<0,05) en los grupos tratados con ambas dosis del (-) halofenato. Aunque el ABC fue menor en los otros grupos
con relacion al control, los cambios no fueron significativos.

La figura 8 muestra los resultados de una prueba de tolerancia a la insulina corta en ratas Zucker obesas que se
trataron con un control de vehiculo, (-) halofenato (50 mg/kg/dia) o (+) halofenato (50 mg/kg/dia) durante 5 dias. Esta
prueba es una medida de la sensibilidad a la insulina de los animales de prueba, representando la pendiente de
disminucion de la glucosa una medida directa de la reactividad a la insulina. Los animales tratados con (-) halofenato
fueron significativamente mas sensibles a la insulina que los animales tratados con vehiculo (p < 0,01) o los tratados
con halofenato (p < 0,05).
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La figura 9A muestra concentraciones plasmaticas de colesterol en ratas Zucker obesas diabéticas tratadas durante
13 dias con halofenato racémico, enantiémero (-) o enantibmero (+) a 50 mg/kg/dia, 25 mg/kg/dia o 25 mg/kg/dia,
respectivamente, con relaciéon a un grupo de control tratado con vehiculo. En los animales tratados tanto con el
enantiémero (-) como con el racemato, el colesterol plasmatico disminuyé con el tratamiento. El colesterol en los
animales tratados con enantiémero (+) permanecioé relativamente constante, mientras que el colesterol se elevo en
los animales de control. La figura 9B compara las diferencias en el colesterol plasmatico entre el grupo de control y
los grupos tratados. El enantiémero (-) fue la mas activa de la especies probadas.

La figura 10A muestra concentraciones plasmaticas de colesterol en ratas Zucker obesas diabéticas tratadas durante
14 dias bien con enantiémero (-) o bien con enantidmero (+) de halofenato bien a 12,5 mg/kg/dia (dosis baja) o bien
37,5 mg/kg/dia (dosis alta) con relacién a un grupo de control tratado con vehiculo. En los animales tratados con la
dosis alta, el enantiomero (-) dio lugar al mayor grado de disminucion del colesterol. La figura 10B compara las
diferencias en el colesterol plasmatico entre el grupo de control y los grupos tratados. Existieron diferencias
significativas en los animales tratados con el enantiémero (-) después de 7 dias a la dosis baja y después tanto de 7
como de 14 dias a la dosis alta. El enantiémero (+) mostré significacion sélo después de 7 dias de tratamiento a la
dosis alta.

La figura 11A muestra concentraciones plasmaticas de triglicéridos en ratas Zucker obesas diabéticas tratadas bien
con enantiémero (-) o bien con enantidmero (+) bien a 12,5 mg/kg/dia (dosis baja) o bien a 37,5 mg/kg/dia (dosis
alta) con relacion a un grupo de control tratado con vehiculo. Los animales tratados con la dosis alta del enantiomero
(-) presentaron las concentraciones de triglicéridos mas bajas para todos los grupos de tratamiento. La figura 11B
compara las diferencias en los triglicéridos plasmaticos entre el grupo de control y los tratados. A los 7 dias, la dosis
alta de los enantiémeros tanto (-) como (+) mostré una disminucion significativa de los triglicéridos plasmaticos.

La figura 12 muestra concentraciones plasmaticas de glucosa en ratas Zucker obesas diabéticas tratadas con
vehiculo, (-) halofenato o (+) halofenato en el dia 0, el dia 2 y el dia 3. El tratamiento con (-) halofenato redujo
significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa en comparaciéon con los animales tratados con
vehiculo.

La figura 13 muestra concentraciones plasmaticas de glucosa en un grupo de control de ratones C57BL/6J db/db
frente a las de un grupo tratado con (-) halofenato. Las concentraciones plasmaticas de glucosa en el grupo de
control aumentaron progresivamente a medida que envejecieron los animales, mientras que el aumento de las
concentraciones plasmaticas de glucosa en el grupo tratado con (-) halofenato se evitd o se retrasd
significativamente.

La figura 14 muestra concentraciones plasmaticas de insulina en un grupo de control de ratones C57BL/6J db/db
frente a las de un grupo tratado con (-) halofenato. El tratamiento con (-) halofenato mantuvo la concentracion
plasmatica de insulina, mientras que la insulina plasmatica en el grupo de control disminuyé progresivamente.

La figura 15 muestra el porcentaje de ratones no diabéticos en un grupo de control de ratones C57BL/6J db/db frente
al de un grupo tratado con (-) halofenato. Aproximadamente el 30 % de los ratones del grupo tratado con (-)
halofenato no desarrollaron diabetes (concentraciones plasmaticas de glucosa <250 mg/dl), mientras que todo el
grupo de control lo hizo antes de las 10 semanas de edad.

La figura 16 muestra concentraciones plasmaticas de triglicéridos en un grupo de control de ratones C57BL/6J db/db
frente a las de un grupo tratado con (-) halofenato. El tratamiento con (-) halofenato alivié la hiperlipidemia, mientras
que no se observo alivio en el grupo de control.

La figura 17 muestra el efecto del (-) halofenato y el (+) halofenato sobre las concentraciones plasmaticas de acido
urico en ratas con hiperuricemia inducida por acido oxénico. La administracion oral de (-) halofenato redujo
significativamente las concentraciones plasmaticas de &cido urico. El (+) halofenato también redujo las
concentraciones plasmaticas de acido urico, pero no fue estadisticamente significativo.

La figura 18 es un cromatograma que ilustra la separacién quiral en fase inversa del compuesto 19.6, al que se se le
ha afiadido el 2 % del enantiémero no deseado.

La figura 19 es un cromatograma que ilustra la separacion en fase normal de un producto parcialmente racemizado,
el compuesto 19.25, al que se se le ha anadido el 2 % del enantibmero no deseado.

La figuras 20A-20G ilustran la hidrélisis en plasma de diversos ésteres profarmaco de la presente divulgacion. En
cada grafico, se observa la pérdida de compuesto de profarmaco con una elevacion simultanea de la concentracion
plasmatica de acido (-) halofénico.

Definiciones
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El término "mamifero" incluye seres humanos, animales domésticos (por ejemplo, perros o gatos), animales de
granja (vacas, caballos o cerdos), monos, conejos, ratones y animales de laboratorio.

El término "resistencia a la insulina" puede definirse, en general, como un trastorno del metabolismo de la glucosa.
Mas especificamente, la resistencia a la insulina puede definirse como la capacidad reducida de la insulina para
ejercer su accion bioldégica en un amplio intervalo de concentraciones, produciendo menos efecto bioldgico de lo
esperado, (véase, por ejemplo, Reaven, G. M., J. Basic & Clin. Phys. & Pharm. (1998) 9: 387-406 y Flier, J. Ann Rev.
Med. (1983) 34: 145-60). Las personas resistentes a la insulina tienen una capacidad reducida para metabolizar la
glucosa correctamente y responden escasamente, si lo hacen, al tratamiento con insulina. Las manifestaciones de la
resistencia a la insulina incluyen una activacién por insulina insuficiente de la incorporacién, oxidacion y
almacenamiento en el musculo de la glucosa y a la supresion inadecuada de la lipolisis en el tejido adiposo y de la
produccion y secrecion de glucosa en el higado. La resistencia a la insulina puede provocar o contribuir al sindrome
de ovario poliquistico, intolerancia a la glucosa (ITG), diabetes gestacional, hipertension, obesidad, ateroesclerosis y
una variedad de otros trastornos. Finalmente, los individuos resistentes a la insulina pueden evolucionar hasta un
punto en el que se alcanza el estado diabético. La asociacion de la resistencia a la insulina con intolerancia a la
glucosa, un aumento de los triglicéridos plasmaticos y una disminucién de las concentraciones de colesterol de
lipoproteinas de alta densidad, tension arterial elevada, hiperuricemia, particulas de lipoproteinas de baja densidad
mas pequenas y densas y mayores concentraciones en circulacion del inhibidor del activador del plasminégeno 1),
se ha denominado "sindrome X" (véase, por ejemplo, Reaven, G. M., Physiol. Rev. (1995) 75: 473-486).

El término "diabetes mellitus" o "diabetes" quiere decir una enfermedad o afeccién que se caracteriza, en general,
por anomalias metabdlicas en la produccion y utilizacién de la glucosa que dan lugar a la incapacidad de mantener
concentraciones de azlcar en sangre apropiadas en el organismo. La consecuencia de estos defectos es una
glucosa en sangre elevada, denominado "hiperglucemia”. Las dos formas principales de diabetes son la diabetes de
tipo 1 y la diabetes de tipo 2. Como se describe anteriormente, la diabetes de tipo 1 es el resultado de una
deficiencia total de insulina, la hormona que regula la utilizacion de la glucosa. La diabetes de tipo 2 se produce
frecuentemente ante niveles normales o incluso elevados de insulina y puede ser consecuencia de la incapacidad de
los tejidos para responder correctamente a la insulina. La mayoria de los pacientes con diabetes de tipo 2 son
resistentes a la insulina y tienen una deficiencia de insulina relativa, en cuanto que la secrecién de insulina no puede
compensar la resistencia de los tejidos periféricos a responder a la insulina. Ademas, muchos diabéticos de tipo 2
son obesos. Otros tipos de trastornos de la homeostasis de la glucosa incluyen intolerancia a la glucosa, que es una
etapa metabdlica intermedia entre la homeostasis normal de la glucosa y la diabetes, y la diabetes mellitus
gestacional, que es la intolerancia a la glucosa durante el embarazo en mujeres sin antecedentes clinicos de
diabetes de tipo 1 o de tipo 2.

El término "diabetes secundaria" es la diabetes que resulta de otras etiologias identificables que incluyen: defectos
genéticos de la funcion de las células B (por ejemplo, diabetes del adulto de comienzo juvenil, denominada "MODY,"
que es una diabetes de tipo 2 de aparicion temprana con herencia autosémica; véanse, por ejemplo, Fajans S. et al.,
Diabet. Med. (1996) (9 Suppl 6): S90-5 y Bell, G. et al., Annu. Rev. Physiol. (1996) 58: 171-86; defectos genéticos en
la accion de la insulina; enfermedades del pancreas exocrino (por ejemplo, hemocromatosis, pancreatitis y fibrosis
quistica); determinadas enfermedades endocrinas en las que hormonas en exceso interfieren con la accién de la
insulina (por ejemplo, la hormona del crecimiento en la acromegalia y el cortisol en el sindrome de Cushing);
determinados farmacos que suprimen la secrecion de insulina (por ejemplo, fenitoina) o inhiben la accién de la
insulina (por ejemplo, estrégenos y glucocorticoides); y la diabetes provocada por infeccion (por ejemplo, rubéola,
Coxsackie y CMV); asi como otros sindromes genéticos.

Las directrices para el diagnéstico de la diabetes de tipo 2, la intolerancia a la glucosa y la diabetes gestacional se
han explicado por la Asociacién Norteamericana de Diabetes (véase, por ejemplo, The Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, Diabetes Care, (1999) vol. 2 (supl. 1): S5-19).

El término "acido halofénico" se refiere a la forma acida del acido 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi) acético.

El término "hiperinsulinemia” se refiere a la presencia de una concentracién anormalmente elevada de insulina en
sangre.

El término "hiperuricemia" se refiere a la presencia de una concentracion anormalmente elevada de &cido Urico en
sangre.

El término "secretagogo” quiere decir una sustancia o compuesto que estimula la secrecién. Por ejemplo, un
secretagogo de insulina es una sustancia o compuesto que estimula la secrecion de insulina.

El término "hemoglobina" o "Hb" se refiere a un pigmento respiratorio presente en eritrocitos, que es responsable, en
gran medida, del transporte de oxigeno. Una molécula de hemoglobina comprende cuatro subunidades
polipeptidicas (dos sistemas de cadenas o y dos sistemas de cadenas B, respectivamente). Cada subunidad se
forma mediante la asociacién de una proteina globina y una molécula de hemo, que es un complejo de hierro-
protoporfirina. La principal clase de hemoglobina encontrada en un hemolisado de adulto normal es la hemoglobina
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adulta (denominada "HbA", también denominada HbA, para distinguirla de la glucohemoglobina, que se denomina
"HbA+", descrita mas adelante), que tiene subunidades ozf2. En un hemolisado de adulto normal también pueden
encontrarse componentes en pequefias cantidades tales como HbAz (0282).

Entre las clases de hemoglobinas adultas HbA, se encuentra una glucohemoglobina (denominada "HbA:{" o
"hemoglobina glucosilada"), que puede fraccionarse adicionalmente en HbA1a1, HbA1s, HbA1, y HbAic con un
fraccionamiento de intercambio i6nico. Todas estas subclases tienen la misma estructura primaria, que se estabiliza
mediante la formacién de una aldimina (base de Schiff) por el grupo amino de la valina N-terminal de la cadena de la
subunidad B de la hemoglobina normal HbA y glucosa (o glucosa-6-fosfato o fructosa), seguida de la formacién de
cetoamina por reordenamiento de Amadori.

El término "glucohemoglobina" (también denominada "HbA+:", "GHb", "hemoglobina - glucosilada", "indicador de
control diabético" y "hemoglobina glucosilada"; en lo sucesivo denominada "hemoglobina Ai.") se refiere a un
producto estable de la glucosilacién no enzimatica de la cadena B de la hemoglobina por glucosa plasmatica. La
hemoglobina Aic comprende la parte principal de las glucohemoglobinas de la sangre. La proporcién de
glucohemoglobinas es proporcional a la concentracién de glucosa en sangre. Por lo tanto, la tasa de formacién de
hemoglobina Aic aumenta directamente con el aumento de las concentraciones plasmaticas de glucosa. Dado que la
glucosilacion se produce a una tasa constante durante el periodo de 120 dias de vida de un eritrocito, la medida de
la concentracién de glucohemoglobina refleja la concentracion de glucosa en sangre promedio para un individuo
durante los dos o tres meses anteriores. Por lo tanto, la determinacion de la cantidad de glucohemoglobina HbA1c
puede ser un buen indicador para el control del metabolismo de los hidratos de carbono. En consecuencia, puede
calcularse la concentracion de glucosa en sangre de los dos Ultimos meses basandose en la proporcion de HbA1c y
hemoglobina total Hb. El andlisis de la hemoglobina Aic en sangre se usa como una medida que permite el control a
largo plazo de la concentracion de glucosa en sangre (véanse, por ejemplo, Jain, S., et al., Diabetes (1989) 38:
1539-1543; Peters A., et al., JAMA (1996) 276: 1246-1252).

El término "sintoma" de la diabetes, como se usa en el presente documento, incluye poliuria, polidipsia y polifagia,
incorporando su uso comun. Por ejemplo, "poliuria" quiere decir el paso de un gran volumen de orina durante un
periodo dado; "polidpsia" quiere decir sed excesiva cronica; y "polifagia" quiere decir alimentacion excesiva. Otros
sintomas de la diabetes incluyen, por ejemplo, aumento de la susceptibilidad frente a determinadas infecciones
(especialmente infecciones fungicas y estafilocécicas), ndauseas y cetoacidosis (produccion potenciada de cuerpos
ceténicos en la sangre).

El término "complicacion” de la diabetes incluye complicaciones microvasculares y complicaciones macrovasculares.
Las complicaciones microvasculares son aquellas complicaciones que, en general, son consecuencia de dafo
escaso en los vasos sanguineos. Estas complicaciones incluyen, por ejemplo, retinopatia (el deterioro o la pérdida
de vision debida al dafio de los vasos sanguineos en los 0jos); neuropatia (dafio de los nervios y problemas en los
pies debidos al dafo de los vasos sanguineos que van al sistema nervioso); y nefropatia (enfermedad renal debida
al dafo de los vasos sanguineos en los rifilones). Las complicaciones macrovasculares son aquellas complicaciones
que, en general, son consecuencia de dafio extenso en los vasos sanguineos. Estas complicaciones incluyen, por
ejemplo, cardiovasculopatia y vasculopatia periférica. Cardiovasculopatia se refiere a enfermedades de los vasos
sanguineos del corazdn. Véase. por ejemplo, Kaplan, R. M., et al., "Cardiovascular diseases" en Health and Human
Behavior, pag. 206-242 (McGraw-Hill, Nueva York 1993). En general, la cardiovasculopatia es una de varias formas,
incluidas, por ejemplo, hipertension (también denominada tension arterial elevada), cardiopatia coronaria, apoplejia y
cardiopatia reumatica. Vasculopatia periférica se refiere a enfermedades de cualquiera de los vasos sanguineos
exteriores al corazon. Frecuentemente, se trata de un estrechamiento de los vasos sanguineos que transportan la
sangre a los musculos de la pierna y el brazo.

El término "ateroesclerosis" engloba enfermedades y afecciones vasculares reconocidas y comprendidas por
médicos en ejercicio en los campos de la medicina pertinentes. La cardiovasculopatia ateroescleroética, la cardiopatia
coronaria (también conocida como arteriopatia coronaria o cardiopatia isquémica); la cerebrovasculopatia y la
vasopatia periférica son manifestaciones clinicas de la ateroesclerosis y, por lo tanto, se engloban en los términos
"ateroesclerosis" y "ateroescleropatia”.

El término "antihiperlipidémico" se refiere a la disminucion de concentraciones de lipidos en sangre excesivas hasta
niveles deseados.

El término "antiuricémico" se refiere a la disminucién de concentraciones de 4cido Urico en sangre excesivas hasta
niveles deseados.

El término "hiperlipidemia" se refiere a la presencia de una concentracion anormalmente elevada de lipidos en
sangre. La hiperlipidemia puede aparecer en al menos tres formas: (1) hipercolesterolemia, es decir, una
concentracion de colesterol elevada; (2) hipertrigliceridemia, es decir, una concentracion de triglicéridos elevada; y
(3) hiperlipidemia combinada, es decir, una combinacién de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.

El término "modular" se refiere a tratar, evita, suprimir, potenciar o inducir una funcién o afeccién. Por ejemplo, los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2395267 T3

compuestos de la presente invenciéon pueden modular la hiperlipidemia reduciendo el colesterol en un ser humano,
suprimiendo de este modo la hiperlipidemia.

El término "tratar" quiere decir el tratamiento y el cuidado de un sujeto humano con el propésito de combatir la
enfermedad, afeccion o trastorno e incluye la administracién de un compuesto de la presente invencion para evitar el
comienzo de los sintomas o complicaciones, aliviar los sintomas o complicaciones o eliminar la enfermedad,
afeccion o trastorno.

El término "evitar" quier decir el tratamiento y cuidado de un sujeto humano de forma que no se produce el comienzo
de los sintomas de una enfermedad, afeccién o trastorno.

El término "colesterol" se refiere a un alcohol esteroideo que es un componente esencial de las membranas
celulares y las vainas de mielina y, como se usa en el presente documento, incorpora su uso comun. El colesterol
también funciona como precursor para hormonas esteroideas y acidos biliares.

El término "triglicérido(s)" ("TG"), como se usa en el presente documento, incorpora su uso comun. Los TG consisten
en tres moléculas de acido graso esterificadas con una molécula de glicerol y sirven para almacenar acidos grasos
que son usados por las células musculares para la producciéon de energia o se incorporan y almacenan en tejido
adiposo.

Debido a que el colesterol y los TG son insolubles en agua, deben empaquetarse en complejos moleculares
especiales conocidos como lipoproteinas con el fin de ser transportados en el plasma. Las lipoproteinas pueden
acumularse en el plasma debido a la superproducciéon y/o a la eliminacion deficiente. Existen al menos cinco
lipoproteinas distintas que difieren en tamaro, composicion, densidad y funcidon. En las células del intestino delgado,
los lipidos alimentarios se empaquetan en grandes complejos lipoproteicos denominados "quilomicrones”, que tienen
un contenido alto en TG y bajo en colesterol. En el higado, los TG y ésteres de colesterol se empaquetan y se
liberan al plasma como lipoproteina rica en TG llamada lipoproteina de muy baja densidad ("VLDL"), cuya funcion
principal es el transporte endégeno de TG producidos en el higado o liberados por el tejido adiposo. A través de la
accién enzimatica, la VLDL puede reducirse e incorporarse por el higado o transformarse en lipoproteina de
densidad intermedia ("IDL"). La IDL, a su vez, puede incorporarse por el higado o modificarse adicionalmente para
formar la lipoproteina de baja densidad ("LDL"). La LDL se incorpora y se escinde por el higado o se incorpora por
tejido extrahepatico. La lipoproteina de alta densidad ("HDL") ayuda a eliminar el colesterol de los tejidos periféricos
en un proceso llamado transporte inverso del colesterol.

El término "dislipidemia" se refiere a concentraciones andémalas de lipoproteinas en plasma sanguineo, incluidas
concentraciones tanto disminuidas como elevadas de lipoproteinas (por ejemplo, concentraciones elevadas de LDL,
VLDL y concentraciones disminuidas de HDL).

Las principales hiperlipidemias ejemplares incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:

(1) Hiperquilomicronemia familiar, un trastorno genético poco frecuente que provoca una deficiencia de una enzima,
la LP lipasa, que escinde moléculas grasas. La deficiencia de LP lipasa puede provocar la acumulaciéon de grandes
cantidades de grasa o lipoproteinas en la sangre;

(2) Hipercolesterolemia familiar, un trastorno genético relativamente comun provocado cuando el defecto subyacente
es una serie de mutaciones en el gen del receptor de LDL que da lugar a la disfuncién de los receptores de LDL y/o
la ausencia de los receptores de LDL. Esto produce una eliminacién ineficaz de LDL por los receptores de LDL, que
da lugar a concentraciones plasmaticas de LDL y colesterol total elevadas;

(3) Hiperlipidemia combinada familiar, también conocida como hiperlipidemia de tipo lipoproteina mudltiple; un
trastorno heredado en el que los pacientes y sus familiares en primer grado afectados puede manifestar, en diversos
momentos, colesterol alto y triglicéridos altos. Las concentraciones de colesterol HDL suelen estar moderadamente
disminuidos;

(4) Apolipoproteina B-100 defectuosa familiar es una anomalia genética autosémica dominante relativamente
comun. El defecto esta provocado por una mutacién de nucleétido individual que produce una sustitucion de
glutamina por arginina que puede provocar la reduccién de la afinidad de las particulas de LDL por el receptor de
LDL. En consecuencia, esto puede provocar concentraciones plasmaticas de LDL y colesterol total elevadas;

(5) Disbetalipoproteinemia familiar, también denominada hiperlipoproteinemia de tipo lll, es un trastorno heredado
poco comun que da lugar a elevaciones de moderadas a graves de las concentraciones séricas de TG y colesterol
con funciéon andémala de la apolipoproteina E. Habitualmente, las concentraciones de HDL son normales; y

(6) Hipertrigliceridemia familiar, es un trastorno heredado comun en el que la concentracion de VLDL plasmatica es
elevada. Esto puede provocar concentraciones de triglicéridos (y habitualmente no concentraciones de colesterol) de
leve a moderadamente elevadas vy, frecuentemente, puede asociarse con concentraciones plasmaticas de HDL
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bajas.

Los factores de riesgo de las hiperlipidemias secundarias ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:
(1) factores de riesgo por enfermedad, tales como antecedentes médicos de diabetes de tipo 1, diabetes de tipo 2,
sindrome de Cushing, hipotiroidismo y determinados tipos de insuficiencia renal; (2) factores de riesgo
farmacolégicos, que incluyen, pastillas anticonceptivas; hormonas, tales como estrogeno, y corticoesteroides;
determinados diuréticos; y diversos B bloqueantes; (3) los factores de riesgo alimentarios incluyen ingesta de grasa
alimentaria superior al 40 % por calorias totales; ingesta de grasas saturadas superior al 10 % por calorias totales;
ingesta de colesterol superior a 300 mg por dia; consumo de alcohol habitual y excesivo; y obesidad.

Los términos "obeso" y "obesidad", de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, se refieren a un indice de
masa corporal (IMC) mayor de 27,8 kg/m® para hombres y de 27,3 kg/m® para muijeres (el IMC es igual a peso
(kg)/altura (m?). La obesidad esta relacionada con una variedad de afecciones médicas que incluyen la diabetes y la
hiperlipidemia. La obesidad también es un factor de riesgo conocido para el desarrollo de la diabetes de tipo 2
(véanse, por ejemplo, Barrett-Conner, E., Epidemol. Rev. (1989) 11: 172-181; y Knowler, et al.,Am. J. Clin. Nutr.
(1991)53:1543-1551).

"Sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales no tdxicas de metales alcalinos, metales alcalinotérreos
y de amonio usadas comunmente en la industria farmacéutica, incluidas sales de sodio, potasio, litio, calcio,
magnesio, bario, amonio y cinc protamina, que se preparan mediante métodos bien conocidos en la técnica. El
término también incluye sales de adicion de acido no toxicas, que se preparan, en general, haciendo reaccionar los
compuestos de la presente invencion con un acido organico o inorganico adecuado. Las sales representativas
incluyen clorhidrato, bromhidrato, sulfato, bisulfato, acetato, oxalato, valerato, oleato, laurato, borato, benzoato,
lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato y napsilato.

"Sal de adiciéon de acido farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que mantienen la eficacia y las
propiedades biolégicas de las bases libres y que no son biolégicamente o de otro modo no deseables, formadas con
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, &cido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y &acido fosfdrico, y
acidos organicos tales como acido acético, acido propidnico, acido glicolico, acido pirtvico, acido oxalico, acido
malico, acido malénico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico,
acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico y acido
salicilico. Para una descripcion de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables como profarmacos,
véase, por ejemplo, Bundgaard, H., ed., Design of Prodrugs (Elsevier Science Publishers, Amsterdam 1985).

"Ester farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos ésteres que mantienen, tras la hidrolisis del enlace de
éster, la eficacia y las propiedades biol6gicas del acido carboxilico o el alcohol y que no son biol6gicamente o de otro
modo no deseables. Para una descripcion de ésteres farmacéuticamente aceptables como profarmacos, véase
Bundgaard, H., anteriormente.

Normalmente, estos ésteres se forman a partir del acido carboxilico correspondiente y un alcohol. En general, la
formacion del éster puede lograrse por medio de técnicas sintéticas convencionales. (Véanse, por ejemplo, March
Advanced Organic Chemistry, 32 Ed., pag. 1157 (John Wiley & Sons, Nueva York 1985) y referencias citadas en él, y
Mark et al., Encyclopedia of Chemical Technology, (1980) John Wiley & Sons, Nueva York). En general, el
componente de alcohol del éster comprendera: (i) un alcohol alifatico C»-C12 que puede contener 0 no uno o mas
enlaces dobles y puede contener o no carbonos ramificados; o (ii) un alcohol aromatico o heteroaromatico C7-C+2. La
presente invencion también contempla el uso de aquellas composiciones que son al mismo tiempo ésteres como se
describe en el presente documento y sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables.

"Amida farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas amidas que mantienen, tras la hidrélisis del enlace de
amida, la eficacia y las propiedades bioldgicas del acido carboxilico o la amina y que no son biolégicamente o de
otro modo no deseables. Para una descripcion de amidas farmacéuticamente aceptables como profarmacos, véase
Bundgaard, H., anteriormente. Normalmente, estas amidas se forman a partir del acido carboxilico correspondiente y
una amina. En general, la formacion de la amida puede lograrse por medio de técnicas sintéticas convencionales.
Véanse, por ejemplo, March et al., Advanced Organic Chemistry, 32 Ed., pag. 1152 (John Wiley & Sons, Nueva York
1985), y Mark et al., Encyclopedia of Chemical Technology, (John Wiley & Sons, Nueva York 1980). La presente
invencion también contempla el uso de aquellas composiciones que son al mismo tiempo amidas como se describe
en el presente documento y sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables.

Descripcion detallada

(1) General

La presente divulgacion se refiere al uso de un derivado preferido del acido (-) (3-halometilfenoxi) (4-halofenil)
acético que tiene la formula general:
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Férmula |

En la formula I, R es un grupo funcional, incluidos, pero sin limitarse a, los siguientes: alcoxi, heteroalcoxi, ariloxi,
heteroariloxi, aralcoxi inferior, por ejemplo, fenil-alcoxi inferior tal como benciloxi, fenetiloxi; di-alquilamino inferior-
alcoxi inferior y sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables no téxicas, por ejemplo,
dimetilaminoetoxi, dietilaminoetoxi clorhidrato, dietilaminoetoxi citrato, dietilaminopropoxi; benzamido-alcoxi inferior,
por ejemplo, benzamidoetoxi o benzamidopropoxi; ureido-alcoxi inferior, por ejemplo, ureidoetoxi o 1-metil-2-
ureidoetoxi; N'-alquilo inferior-ureido-alcoxi inferior, es decir, R'NH-CONH-C,Hzq-O- en el que R representa alquilo
inferior y n es un nimero entero que tiene un valor de desde 1 hasta aproximadamente 5, por ejemplo, N'-etil-
ureidoetoxi o N'-etil-ureidopropoxi; carbamoil-alcoxi inferior, por ejemplo, carbamoilmetoxi o carbamoiletoxi; alcoxi
inferior halofenoxi sustituido, por ejemplo, 2-(4-clorofenoxi) etoxi o 2-(4-clorofenoxi)-2-metilpropoxi; fenoxi carbamoil
sustituido, por ejemplo, 2-carbamoilfenoxi; carboxi-alquilamino inferior y sus sales de adicion de amina
farmacéuticamente aceptables no téxicas, por ejemplo, sal de carboximetilamino ciclohexilamina o carboxietilamina;
N,N-di-alquilamino inferior-alquilamino inferior y sus sales de adicion de solucion é&cida farmacéuticamente
aceptables no téxicas, por ejemplo, N,N-dimetilaminoetilamino clorhidrato, N,N-dietilaminoetilamino, N,N-
dietilaminoetilamino citrato o N,N-dimetilaminopropilamino citrato; alquilamino inferior halo sustituido, por ejemplo, 2-
cloroetilamino o 4-clorobutilamino; alquilamino inferior hidroxi sustituido, por ejemplo, 2-hidroxietilamino o 3-
hidroxipropilamino; alquilamino inferior sustituido con alcanoiloxi inferior, por ejemplo, acetoxietilamino o
acetoxipropilamino; ureido; arilsulfonamido, por ejemplo, -NHSO:Ar, alquilsulfonamido, por ejemplo,-NHSO>CHj;
alcoxicarbonilamino inferior, por ejemplo, metoxicarbonilamino (es decir, -NHCOOCHS3) o etiloxicarbonilamino (es
decir, CHCOOC:Hs). R se selecciona opcionalmente de tal forma que es un resto hidrolizable, tal como un éster o
una amida, y tras la hidrélisis del enlace éster o amida, el compuesto es biolégicamente activo tal como ésteres o
amidas farmacéuticamente aceptables como profarmacos. X', en la formula I, es un halégeno; y X2, X3 y X* se
seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno y halégeno, con la condicién de que no mas de dos de X2,
X3 y X* sean hidrégeno. Para cada uno de X'aX*el halégeno puede ser cloro, bromo, flior o yodo, preferentemente
cloro o fluor.

La presente divulgacion se refiere al uso de derivados del acido (-) (3-halometilfenoxi) (4-halofenil) acético que tienen
la siguiente formula general:

2
N
xt —4
o~/
o

X%

Férmula Il

En la formula Il, R? es un grupo funcional que incluye los siguientes: alquilo, heteroalquilo, arilo, heteroarilo, fenil-
alquilo inferior, benzamido-alquilo inferior, di-alquilamino inferior-alquilo inferior, ureido-alquilo inferior, N'-alquilo
inferior-ureido-alquilo inferior, carbamoil-alquilo inferior, alquilo inferior halofenoxi sustituido y fenilo carbamoil
sustituido. Se prefieren determinados grupos, incluidos fenil-alquilo inferior, por ejemplo, bencilo; benzamido-alquilo
inferior, por ejemplo, benzamidoetilo; di-alquilamino inferior-alquilo inferior, por ejemplo, dimetilaminoetilo o
dietilaminopropilo; ureido-alquilo inferior, por ejemplo, ureidoetilo o 1-metil-2-ureidoetilo; N'-alquilo inferior-ureido-
alquilo inferior, por ejemplo, N'-etil-ureidoetilo o N'-etil-ureidopropilo; carbamoil-alquilo inferior, por ejemplo,
carbamoilmetilo o carbamoiletilo; alquilo inferior halofenoxi sustituido, por ejemplo, 2-(4-clorofenoxi)etilo o 2-(4-
clorofenoxi)-2-metilpropilo; y fenilo carbamoil sustituido, por ejemplo, 2-carbamoilfenilo. X', en la férmula Il, es un
halégeno; y X2, X® y X* se seleccionan cada uno independientemente de hidrogeno y halégeno con la condicion de
que no mas de dos de X3, X3 y X* sean hidrégeno. Para cada uno de X'aXx*el halégeno puede ser cloro, bromo,
fldor o yodo, preferentemente cloro o flior. Opcionalmente, X' es Cl o F, mas preferentemente Cl, y X2, x® y X* se
combinan con el atomo de carbono al que se une cada uno para formar -CF3, -CF2Cl, -CF2H y -CHzF. Por tanto, el
término "3-halometilfenoxi" se refiere a aquellos grupos fenoxi que tienen un sustituyente monohalometilo,
dihalometilo o trihalometilo, preferentemente un sustituyente dihalometilo o trihalometilo, mas preferentemente,
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difluorometilo o trifluorometilo.

Volviendo al andlisis de R?, tales grupos incluyen los siguientes: alquilo C1-Cs, alquilo ciclico C1-Cs, alquenilo C2-Cs y
alquinilo C2-Cs, en los que los grupos estan sustituidos opcionalmente con uno o mas atomos de halégeno; fenilo,
naftilo y piridilo, en los que los grupos estan sustituidos opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en halo, alquilo C4-C4, alcoxi C1-C4, -NOp, -S(O;m(alquilo C1-Cs), -OH, -NR®R*, -CO.R®, -
CONR’R*, -NR*COR*, -NR®CONR®R* y -C.F.; -(CHR®R*; -R’OR® -R’0.CR®°NR°R*; -R’COR®; -R’'NR*COR®; -
R'NR’R®;  -(CHa)oCH(R®)(CH2)q02CR%:-(CH2)oCH(R?*)(CH2)(NR*COR?;  -(CH2)oCH(R®(CH.),NR*CONR®R*;
(CH2)o(R%)(CH2)qNR*COOR'";  -(CH2)oCH(R®)(CHz)qNR*SOR"";  -(CHR®,CO:R'?;  -(CHR®*,NR’R*;

0

O O ‘,1,{ (CHz)l\l/\ (CHy), R® O
= N\) Jj\ RY
‘-}11. R1 5 . R15/ y ‘:'11 O Of .

(CHR®)sCONR"R":

Los subindices m, o, q, s, t, u, vy w son nimeros enteros como sigue:mesde0a2;0 X gsondeOab;pesdela
5;sesdela3;tesdelab;uesdefal;vesdetlal3;ywesdela(2v+1). R® y R"son independientemente H,
alquilo C4-Cs, fenilo o bencilo. R® es H, alquilo Ci-Cs o NR®R*. R® es fenilo, naftilo, piridilo, imidazolilo, indoxilo,
indolizinilo, oxazolilo, tiazolilo, tienilo, pirimidilo o 1-pirazolilo sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halo, alquilo C1-Ca, alcoxi C-Ca, -NOg, -S(O)m(alquilo Ci-Cs), -OH, -NR°R?,
-CO:R®, -CONR®R*, -NR’COR*, -NR*CONR°R* y -C\Fu. R’ es un grupo alquileno o alquilideno Cs-Cs ciclico,
ramificado o de cadena lineal, saturado o insaturado sustituido opcionalmente con uno o mas grupos seleccionados
de halo, hidroxilo, tiol, amino, monoalquil amino, dialquil amino, acilamino, carboxilo, alquilcarboxilo, acilo, arilo,
aroilo, aralquilo, ciano, nitro, alcoxi, alqueniloxi, alquilcarboniloxi y arilcarboniloxi. R®es un alquileno o alquilideno C+-
Cs de cadena lineal o ramificado sustituido opcionalmente con uno o mas grupos seleccionados de amino,
monoalquil amino, dialquil amino, acilamino, hidroxilo, tiol, metiltiol, carboxilo y fenilo. R® y R son
independientemente H, alquilo C1-Cs, sustituido opcionalmente con uno o mas grupos que consisten en alcoxi, arilo y
heteroarilo C+-Cs, en los que el arilo es fenilo o naftilo sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halo, alauilo C1-Ca, alcoxi Ci-Ca, -NO2, -S(O)m(alquilo C4-Cs), -OH, -NR*R?,
-CO:R®, -CONR®R*, -NR°COR*, -NR®CONR®R® y -CyFw), y en los que el heteroarilo es piridilo sustituido
opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionado del grupo que consiste en halo, alquilo C1-C4, alcoxi C1-Ca,
-NO3, -S(O)m(alquilo C1-Cs), -OH, -NR°R*, -CO2R’, -CONR®R?, -NR*COR*, -NR’CONR®R* y -CyFw. R'" es metilo o
fenilo, en el que el fenilo esta sustituido opcionalmente con metilo y/o -NO.. R es H, alquilo C+-Cs, fenilo, bencilo,
naftilo o piridilo, en el que el alquilo C+-Cs, fenilo, naftilo, bencilo y piridilo estan sustituidos opcionalmente con uno o
mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, alquilo C1-Cy4, alcoxi C1-C4, -NO3, -S(O)m(alquilo C1-
Cs), -OH, -NR°R*, -COzRs, -CONR®R*, -NR*COR?*, -NR*CONR®R* y -CvFw. Ry R" son independientemente los
siguientes: alquilo, alquenilo, arilo, aralquilo o cicloalquilo, en los que los grupos estan sustituidos opcionalmente con
uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consisten en halo, alciuilo C1-Cy4, alcoxi C1-C4, -NOo, -
S(O)m(alquilo Ci-Gs), -OH, -NR®R*, -CO2R®, -CONR’R*, -NR’COR*, -NR®*CONR®R®, -CH:NR®R*, -OOCR" y -C\Fw; y
en los que R"®y R' se incluyen como -(CHR3)CONR'*R™, NR'®*R" es

1 p 3 { N3 / N3
—N O —N OR™ —N NR® —N NR
N—/ N/

COOR?

~N ~— : ? '--.N: 7 '--..N: :;,-OH

R°00c¢ RRNOC

—N o —-N<>

COOR®

R' es CvFw o alquilo C+-Cs, en el que el alquilo C1-Cs esta sustituido opcionalmente con los siguientes
sustituyentes: alcoxi C+-Cs; fenilo, sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en halo, alquilo C1-Cq, alcoxi C1-Ca, -NO2, -S(O)m(alquilo C+-Cs), -OH, -NR°R*, -CO.R®, -CONR’R?, -
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NR3COR*, -NR®CONR®R*y -CvFw; bencilo, sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en halo, alquilo C4-Cs, alcoxi Ci-Cs, -NOg, -S(O)m(alquilo C4-Cs), -OH, -NR®R*, -CO.R®, -
CONR®R*, -NR®COR*, -NR®*CONR®R* y -C\F.. R'® es H, alquilo C;-Cs o bencilo. R' es alquilo C+-Cs, alquilo ciclico
Cs-Cs, fenilo o bencilo. R'® es H, alquilo, arilo, aralquilo o cicloalquilo, donde el grupo esta sustituido opcionalmente
con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, alquilo C1-C4, alcoxi C1-C4, -NOg, -
S(O)m(alquilo C1-Cs), -OH, -NR*R*, -CO2R®, -CONR’R*, -NR3*COR*, -NR*CONR*R*y -CyFw.

Opcionalmente, R® se selecciona de -R’OR% -R’0,CRNR°R*; -R’COR® -R’NR®COR® -R'NR°R®:

(CH2)oCH(R®)(CHz),NR*COR?; -(CH2)oCH(R®)(CH2);NR*CONR°R*; (CH2)4CH(R®%)(CH>),NR*COOR'";
0
0O 0O
(CH2)oCH(R®)(CH2)NR*SO.R'": -(CHR%),COsR2: -(CHR%);CONRPR™: e RS
AACHo)~_ - :
P P 3
N : A M RrY
R-‘ex y L|"'I- O O , en los que las partes de alquilo de cualquiera de los

grupos R tienen de uno a cuatro atomos de carbono y en realizaciones preferidas adicionalmente son partes de
alquilo no sustituidas de desde 1 hasta 4 4tomos de carbono.

Opcionalmente, el compuesto es uno de los compuestos de 19.1 a 19.29 de los ejemplos que figuran mas adelante.

Opcionalmente, la presente divulgacion se refiere al uso de un compuesto que tiene la férmula:

Férmula lll

El compuesto de formula lll se denomina "(-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi) acetato de 2-acetamidoetilo”
(también denominado "(-) halofenato").

Con referencia a cada una de las férmulas anteriores, los grupos sustituyentes tienen significados reconocidos en la
técnica. Mas en particular, con términos tales como alquilo se quiere decir grupos que tienen de 1 a 8 atomos de
carbono, a no ser que se indique lo contrario. Analogamente, "alquileno" y similares (por ejemplo, alcoxi,
heteroalquilo) se refieren a grupos que tienen 8 o menos atomos de carbono, a menos que se indique lo contrario.
Cuando se usa el término "inferior" para referirse a un grupo alquilo (o una de sus variantes, tal como alcoxi,
alcanamido, etc.), se pretende que el grupo tenga de 1 a 4 atomos de carbono. Los términos "arilo" y "heteroarilo” se
refieren a grupos monociclicos y biciclicos condensados tales como fenilo, naftilo, piridilo, bencimidazolilo y
quinolinilo. Los grupos preferidos para arilo son fenilo y naftilo, mientras que un grupo heteroarilo preferido es el
piridilo.

Los cambios en el metabolismo de farmacos mediados por la inhibicién del citocromo P450 tienen un potencial muy
elevado para precipitar efectos adversos significativos en pacientes. Tales efectos se observaron con anterioridad en
pacientes tratados con halofenato racémico. En los presentes estudios, se descubrié que el acido halofénico
racémico inhibia el citocromo P450 2C9, una enzima que se sabe que desempefia un papel significativo en el
metabolismo de farmacos especificos. Esto puede dar lugar a problemas significativos con interacciones
farmacoldgicas con anticoagulantes, agentes antiinflamatorios y otros farmacos metabolizados por esta enzima. Sin
embargo, bastante sorprendentemente, se observé una diferencia sustancial entre los enantibmero del acido
halofénico en su incapacidad para inhibir el citocromo P450 2C9, siendo el enantiémero (-) aproximadamente veinte
veces menos activo, mientras que el enantiomero (+) era bastante potente (véase el ejemplo 7). Por tanto, el uso del
enantiomero (-) de los compuestos de formula I, férmula Il o férmula Il evitara la inhibicion de esta enzima y los
efectos adversos sobre el metabolismo de farmacos observados anteriormente con halofenato racémico.

La presente divulgacién engloba modular la resistencia a la insulina en un mamifero mediante la administracién al
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mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura general de la férmula | o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En una divulgacion preferida actualmente, el compuesto tiene la
estructura general de la formula Il. Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Ill. Es bastante
sorprendente el hecho de que los efectos adversos asociados con la administracion de una mezcla racémica de
halofenato se evitan proporcionando una cantidad del estereoisémero (-) de los compuestos de férmula I, formula Il y
formula 1l que es insuficiente para provocar los efectos adversos asociados con la inhibicion del citocromo P450
2C9.

La presente divulgacion también engloba modular la diabetes de tipo 2 en un mamifero mediante la administracion al
mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura general de la formula | o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables. Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Il.
Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Ill. Es bastante sorprendente el hecho de que los
efectos adversos asociados con la administracién de una mezcla racémica de halofenato se evitan proporcionando
una cantidad del estereoisémero (-) de los compuestos de formula |, férmula Il y formula Il que es insuficiente para
provocar los efectos adversos asociados con la inhibicion del citocromo P450 2C9.

La presente divulgacién engloba ademas modular la hiperlipidemia en un mamifero mediante la administracion al
mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura general de la férmula | o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables. Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Il.
Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Ill. Es bastante sorprendente el hecho de que los
efectos adversos asociados con la administracién de una mezcla racémica de halofenato se evitan proporcionando
una cantidad del estereoisémero (-) de los compuestos de formula |, férmula Il y formula Il que es insuficiente para
provocar los efectos adversos asociados con la inhibicion del citocromo P450 2C9.

La mezcla racémica del halofenato (es decir, la mezcla racémica 1:1 de los dos enantiémeros) posee actividad
antihiperlipidémica y proporciona tratamiento y una disminucién de la hiperglucemia relacionada con la diabetes
cuando se combina con determinados otros farmacos usados comunmente para tratar esta enfermedad. Sin
embargo, esta mezcla racémica, aunque ofrece la expectativa de eficacia, provoca efectos adversos. El término
"efectos adversos" incluye nauseas, Ulceras gastrointestinales y hemorragia gastrointestinal. Se ha informado de
otros efectos secundarios con halofenato racémico, incluidos problemas con interacciones entre farmacos,
especialmente incluidas dificultades de control de la anticoagulacién con Coumadin™. La utilizacién de compuestos
sustancialmente puros de la presente divulgacién da lugar a definiciones de eficacia relacionadas con la dosis mas
clara, la disminucién de efectos adversos y, en consecuencia, un indice terapéutico mejorado. Como tal, se ha
descubierto ahora que es mas deseable y ventajoso administrar el enantiémero (-) de halofenato en lugar del
halofenato racémico.

La presente divulgacién engloba ademas modular la hiperuricemia en un mamifero mediante la administracion al
mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura general de la formula | o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables. Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Il.
Opcionalmente, el compuesto tiene la estructura de la formula Ill. Es bastante sorprendente el hecho de que los
efectos adversos asociados con la administracion de una mezcla racémica de halofenato se evitan proporcionando
una cantidad del esterecisomero (-) de los compuestos de férmula |, formula Il y férmula Il que es insuficiente para
provocar los efectos adversos asociados con la inhibicion del citocromo P450 2C9.

(2) Enantiémeros (-) de la férmula I, la férmula Il y la férmula 1l

Muchos compuestos organicos existen en formas Opticamente activas, es decir, tienen la habilidad de rotar el plano
de la luz polarizada en el plano. En la descripcion de un compuesto épticamente activo, se usan los prefijos Ry S
para denotar la configuracion absoluta de la molécula alrededor de su o sus centros quirales. Los prefijos "d" y "I" o
(+) y (-) se emplean para designar el signo de la rotacién de la luz polarizada en el plano por el compuesto,
significando (-) o | que el compuesto es "levorrotatorio” y significando (+) o d que el compuesto es "dextrorrotatorio”.
No existe una correlacién entre la nomenclatura para la estereoquimica absoluta y para la rotacion de un
enantiomero. Para una estructura quimica dada, estos compuestos llamados "estereoisdmeros" son idénticos
excepto porque son imagenes especulares entre si. Un estereoisomero especifico también puede denominarse
"enantiomero” y, frecuentemente, una mezcla de tales isdbmeros se llama una mezcla "enantiomérica" o "racémica".
Véase, por ejemplo, Streitwiesser, A. & Heathcock, C.H., Introduction to Organic Chemistry, 2 edicion, capitulo 7
(MacMillan Publishing Co., EE.UU. 1981).

La sintesis quimica de la mezcla racémica de halofenatos derivados del acido (3-trihalometilfenoxi) (4-halofenil)
acético puede realizarse mediante los métodos descritos en la patente de EE.UU. n.? 3.517.050. La sintesis de los
compuestos de la presente invencion se describe adicionalmente en los ejemplos, anteriormente. Los enantiomeros
individuales puede obtenerse mediante la resolucién de la mezcla racémica de enantiomeros usando medios
convencionales conocidos y usados por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Jaques, J., et al., en
Enantiomers, Racemates, and Resolutions, John Wiley and Sons, Nueva York (1981). También pueden usarse otros
métodos de resolucién estandar conocidos por los expertos en la técnica, incluida la cristalizacion simple y la
resolucion cromatografica (véase, por ejemplo, Stereochemistry of Carbon Compounds (1962) E. L. Eliel, McGraw
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Hill; Lochmuller, J. Chromatography (1975) 113, 283-302). Adicionalmente, los compuestos de la presente invencion,
es decir, los isbmeros Opticamente puros, pueden prepararse a partir de la mezcla racémica mediante resolucién
biocatalitica enzimatica. La resolucién biocatalitica enzimatica se ha descrito anteriormente (véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n.? 5.057.427 y 5.077.217. Otros métodos de obtencién de enantiémeros incluyen la sintesis
estereoespecifica (véase, por ejemplo, Li, A. J. et al.,Pharm. Sci. (1997) 86: 1073-1077).

La expresion "sustancialmente sin su esterecisémero (+)", como se usa en el presente documento, quiere decir que
la composicién contiene una proporciéon sustancialmente mayor del is6(-) isémero de halofenato con relacién al (+)
isémero. Opcionalmente, la expresion "sustancialmente sin su esterecisomero (+)", como se usa en el presente
documento, quiere decir que la composicion es de al menos el 90 % en peso del (-) isémero y del 10 % en peso o
menos del (+) isomero. Opcionalmente, la expresion "sustancialmente sin su estereoisémero (+)", como se usa en el
presente documento, quiere decir que la composicion contiene al menos el 99 % en peso del (-) isémero y el 1 % en
peso o menos del (+) isémero. Opcionalmente, la expresién "sustancialmente sin su (+) isdmero" quiere decir que la
composicién contiene mas del 99 % en peso del (-) isémero. Estos porcentajes se basan en la cantidad total de
halofenato de la composicién. Las expresiones "(I) isbmero de halofenato sustancialmente opticamente puro”, "(I)
halofenato sustancialmente Opticamente puro”, "(I) isbmero de halofenato o6pticamente puro” y "(I) halofenato
Opticamente puro” se refieren todas al (-) isémero y se engloban en las cantidades descritas anteriormente. Ademas,
las expresiones "(d) isomero de halofenato sustancialmente opticamente puro”, "(d) halofenato sustancialmente

Opticamente puro", "(d) isémero de halofenato épticamente puro” y "(d) halofenato 6pticamente puro" se refieren
todas al (+) isdbmero y se engloban en las cantidades descritas anteriormente.

El término "exceso enantiomérico" o "ee" se relaciona con el término "pureza éptica" en cuanto que ambos son
medidas del mismo fenémeno. El valor de ee sera un nimero de desde 0 hasta 100, siendo 0 racémico y siendo 100
el enantibmero solo puro. Un compuesto al que se hace referencia como o6pticamente puro al 98 % puede
describirse como un ee del 96 %.

(3) Tratamiento combinado con agentes activos adicionales

Las composiciones pueden formularse y administrarse de la misma manera que se detalla a continuacién.
"Formulacién” se define como una preparacion farmacéutica que contiene una mezcla de diversos excipientes e
ingredientes clave que proporcionan una forma Util y deseable, relativamente estable, de un compuesto o farmaco.
Para la presente divulgacion, "formulacién" se incluye dentro del significado del término "composicion". Los
compuestos de la presente invencién pueden usarse de forma eficaz solos 0 en combinacién con uno 0 mas agentes
activos adicionales en funcion del tratamiento objetivo deseado (véanse, por ejemplo, Turner, N, et al. Prog, Drug
Res. (1998)51: 33-94; Hafmer, S. Diabetes Care (1998) 21:160-178; y DeFronzo, R. et al. (ed.), Diabetes Reviews
(1997) vol. 5. n.? 4). Una serie de estudios han investigado los beneficios de los tratamientos combinados con
agentes orales (véanse, por ejemplo, Mahler, R., J. Clin. Endocrinol. Metab. (1999) 84: 1165-71; United Kingdom
Prospective Diabetes Study Group: UKPDS 28, Diabetes Care (1998) 21: 87-92; Bardin, C. W.,(ed.), Current
Therapy in Endocrinology and Metabolism, 62 edicién (Mosby - Year Book, Inc., San Luis, MO 1997); Chiasson, J. et
al., Ann. Intern. Med. (1994) 121: 928-935; Coniff, R. et al., Clin. Ther. (1997) 19: 16-26; Coniff, R. et al., Am. J. Med.
(1995) 98: 443-451; e Iwamoto, Y. et al., Diabet. Med. (1996) 13 365-370; Kwiterovich, P. Am. J. Cardiol (1998)
82(12A): 3U-17U). Estos estudios indican que puede mejorarse adicionalmente la modulacién de la diabetes y la
hiperlipidemia mediante la adiciéon de un segundo agente al régimen terapéutico. El tratamiento combinado incluye la
administracion de una Unica formulacion de dosificacién farmacéutica que contiene un compuesto que tiene la
estructura general de formula | (o formula Il o férmula Ill) y uno o mas agentes activos adicionales, asi como la
administracion de un compuesto de férmula | (o férmula Il o féormula Ill) y cada agente activo en su propia
formulacion de dosificacion farmacéutica independiente. Por ejemplo, pueden administrarse un compuesto de
formula | y un inhibidor de la HMG-CoA reductasa al sujeto humano conjuntamente en una Unica composicion de
dosificacién oral, tal como un comprimido o capsula, o puede administrarse cada agente en formulaciones de
dosificacién oral independientes. Cuando se usan formulaciones de dosificacion independientes, pueden
administrarse un compuesto de férmula | y uno o mas agentes activos adicionales esencialmente al mismo tiempo
(es decir, de forma simultanea) o en momentos escalonados separados (es decir, secuencialmente). Se entiende
que el tratamiento combinado incluye todos estos regimenes.

Un ejemplo de tratamiento combinado que modula (evita el comienzo de los sintomas o complicaciones asociados)
la ateroesclerosis, en el que un compuesto de formula | se administra en combinaciéon con uno o mas de los
siguientes agentes activos: un agente antihiperlipidémico; un agente elevador del HDL en plasma; un agente
antihipercolesterolémico, tal como un inhibidor de la biosintesis del colesterol, por ejemplo, un inhibidor de la
hidroximetilglutaril (HMG) CoA reductasa (también denominados estatinas, tal como lovastatina, simvastatina,
pravastatina, fluvastatina y atorvastatina), un inhibidor de la HMG-CoA sintasa, un inhibidor de la escualeno
epoxidasa o un inhibidor de la escualeno sintetasa (también conocido como inhibidor de la escualeno sintasa); un
inhibidor de la acil-coenzima A colesterol aciltransferasa (ACAT), tal como melinamida; probucol; acido nicotinico y
sus sales y niacinamida; un inhibidor de la absorcion del colesterol, tal como B-sitosterol; una resina de intercambio
aniénico secuestrante de acidos biliares, tal como colestiramina, colestipol o derivados dialquilaminoalquilo de un
dextrano reticulado; un inductor de receptor de LDL (lipoproteina de baja densidad); fibratos, tales como clofibrato,
bezafibrato, fenofibrato y gemfibrizol; vitamina Bg (también conocida como piridoxina) y sus sales farmacéuticamente
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aceptables, tales como la sal de HCI; vitamina B4z (también conocida como cianocobalamina); vitamina Bz (también
conocida como &cido nicotinico y niacinamida, anteriormente); vitaminas antioxidantes, tales como la vitamina C y la
E y el betacaroteno; un betabloqueante; un antagonista de la angiotensina Il; un inhibidor de la enzima convertidora
de la angiotensina; y un inhibidor de la agregacion plaquetaria, tal como antagonistas del receptor de fibrinégeno (es
decir, antagonistas del receptor de glucoproteina llb/lla fibrindgeno) y aspirina. Como se indica anteriormente, los
compuestos de formula | pueden administrarse en combinacién con més de un agente activo adicional, por ejemplo,
una combinacién de un compuesto de férmula | con un inhibidor de la HMG-CoA reductasa (por ejemplo, lovastatina,
simvastatina y pravastatina) y aspirina, o0 un compuesto de férmula | con un inhibidor de la HMG-CoA reductasa y un
B blogueante.

Otro ejemplo de tratamiento combinado puede verse en el tratamiento de la obesidad o de trastornos relacionados
con la obesidad, en el que los compuestos de formula | pueden usarse de forma eficaz en combinacion, por ejemplo,
con fenilpropanolamina, fentermina, dietilpropion, mazindol; fenfluramina, dexfenfluramina, fentiramina, agentes
agonistas del adrenorreceptor Bs; sibutramina, inhibidores de la lipasa gastrointestinal (tales como orlistat) y leptinas.
Otros agentes usados en el tratamiento de la obesidad o de trastornos relacionados con la obesidad en el que los
compuestos de formula | pueden usarse de forma eficaz en combinacién, por ejemplo, con el neuropéptido Y,
enterostatina, colecitocinina, bombesina, amilina, receptores de histamina Hs, receptores de dopamina D>, hormona
estimuladora de melanocitos, factor de liberacion de corticotropina, galanina y acido gamma aminobutirico (GABA).

Otro ejemplo mas de tratamiento combinado puede verse en la modulacién de la diabetes (o el tratamiento de la
diabetes y sus sintomas, complicaciones y trastornos relacionados), en la que los compuestos de férmula | pueden
usarse de forma eficaz, por ejemplo, con sulfonilureas (tales como clorpropamida, tolbutamida, acetohexamida,
tolazamida, gluburida, gliclazida, glinasa, glimepirida y glipizida), biguanidas (tales como metformina),
tiazolidindionas (tales como ciglitazona, pioglitazona, troglitazona y rosiglitazona); deshidroepiandrosterona (también
denominada DHEA o su éster de sulfato conjugado, DHEA-SQ,); antiglucocorticoides; inhibidores del TNFa,
inhibidores de la a glucosidasa (tales como acarbosa, miglitol y voglibosa), pramlintida (un analogo sintético de la
hormona humana amilina), otros secretagogos de la insulina (tales como repaglinida, gliquidona y nateglinida),
insulina, asi como los agentes activos analizados anteriormente para el tratamiento de la ateroesclerosis.

Un ejemplo adicional de tratamiento combinado puede verse en la modulacién de la hiperlipidemia (tratamiento de la
hiperlipidemia y sus complicaciones relacionadas), en la que los compuestos de formula | puede usarse de forma
eficaz en combinacion, por ejemplo, con estatinas (tales como fluvastatina, lovastatina, pravastatina o simvastatina),
resinas de unién a &cidos biliares (tales como colestipol o colestiramina), acido nicotinico, probucol, betacaroteno,
vitamina E o vitamina C.

De acuerdo con la presente divulgacion, puede usarse una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
formula | (o férmula Il o férmula 1) para la preparacién de una composicién farmacéutica Util para tratar la diabetes,
tratar la hiperlipidemia, tratar la hiperuricemia, tratar la obesidad, disminuir la concentracion de triglicéridos, disminuir
la concentracion de colesterol, elevar la concentracion plasmatica de lipoproteina de alta densidad, y para tratar,
evitar o reducir el riesgo de desarrollar ateroesclerosis.

Adicionalmente, una cantidad eficaz de un compuesto de férmula | (o formula Il o férmula Ill) y una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes activos seleccionados del grupo que consiste en: un agente
antihiperlipidémico; un agente elevador de HDL en plasma; un agente antihipercolesterolérico, tal como un inhibidor
de la sintesis de colesterol, por ejemplo, un inhibidor de la HMG-CoA reductasa, un inhibidor de la HMG-CoA
sintasa, un inhibidor de la escualeno epoxidasa o un inhibidor de la escualeno sintetasa (también conocido como
inhibidor de la escualeno sintasa); un inhibidor de la acil-coenzima A colesterol aciltransferasa, probucol; acido
nicotinico y sus sales; niacinamida; un inhibidor de la absorcién del colesterol; una resina de intercambio aniénico
secuestrante de &cidos biliares; un inductor de receptor de lipoproteina de baja densidad; clofibrato, fenofibrato y
gemfibrizol; vitamina Be y sus sales farmacéuticamente aceptables; vitamina Biz; una vitamina antioxidante; un
blogueante; un antagonista de la angiotensina II; un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina, un
inhibidor de la agregacién plaquetaria, un antagonista del receptor de fibrindgeno; aspirina; fentiraminas, agonistas
del receptor adrenérgico PBs; sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de la oa-glucosidasa, otros secretagogos de la
insulina e insulina, pueden usarse conjuntamente para la preparacion de una composicion farmacéutica util para los
tratamientos descritos anteriormente.

(4) Formulaciones farmacéuticas y métodos de administracién

En la presente divulgacion, los compuestos de férmula I, formula Il y féormula Il pueden suministrarse o administrarse
a un mamifero, por ejemplo, un paciente o sujeto humano, solos, en forma de una de sus sales o precursores
hidrolizables farmacéuticamente aceptables, o en forma de una composicién farmacéutica donde el compuesto esta
mezclado con vehiculos o excipiente(s) adecuados en una cantidad terapéuticamente eficaz. Con "una dosis
terapéuticamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz" o, indistintamente, "dosis farmacéuticamente
aceptable" o "cantidad farmacéuticamente aceptable", quiere decirse que estaran presentes una cantidad suficiente
del compuesto de la presente divulgacién, de forma alternativa, una combinacién, por ejemplo, un compuesto de la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2395267 T3

presente divulgacion, sustancialmente sin su estereoisémero (+), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, con el
fin de lograr un resultado deseado, por ejemplo, aliviar un sintoma o complicacion de la diabetes de tipo 2.

Los compuestos de formula I, férmula Il y formula Il que se usan en la presente divulgacién pueden incorporarse en
una variedad de formulaciones para su administracion terapéutica. Mas en particular, los compuestos de férmula | (o
formula Il o férmula lll) pueden formularse en composiciones farmacéuticas mediante combinacién con vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables, apropiados y pueden formularse en preparaciones en formas sélidas,
semisélidas, liquidas o gaseosas, tales como comprimidos, capsulas, pildoras, polvos, granulos, grageas, geles,
suspensiones, pomadas, soluciones, supositorios, inyectables, inhalables y aerosoles. Como tal, la administracion de
los compuestos puede lograrse de diversas formas, incluida la administracion oral, bucal, rectal, parenteral,
intraperitoneal, intradérmica, transdérmica, intratraqueal. Ademas, el compuesto puede administrarse de una manera
local, en lugar de sistémica, en una formulacién de depdsito o de liberacidon mantenida. Ademas, los compuestos
pueden administrarse en un liposoma.

Ademas, los compuestos de formula I, formula Il y férmula 1l pueden formularse con excipientes, diluyentes o
vehiculos comunes y comprimirse en comprimidos o formularse como elixires 0 soluciones para una administracion
oral comoda, o administrarse por las vias intramuscular o intravenosa. Los compuestos pueden administrarse por via
transdérmica y pueden formularse como formas de dosificacion de liberacién mantenida y similares.

Los compuestos de férmula |, formula Il y férmula Ill pueden administrarse solos, combinados entre si o0 pueden
usarse en combinaciéon con otros compuestos conocidos (analizado anteriormente). En formas de dosificacion
farmacéuticas, los compuestos pueden administrarse en forma de sus sales farmacéuticamente aceptables. Pueden
contener restos hidrolizables. También pueden usarse solos 0 en asociaciéon apropiada, asi como en combinacién
con, otros compuestos farmacéuticamente activos.

En Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company (1985) Filadelfia, PA, 172 ed.) se encuentran
formulaciones adecuadas para su uso en la presente invencién. Ademas, para una breve revisién de métodos para
administracion de farmacos, véase, Langer, Science (1990) 249:1527-1533. Las composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento pueden fabricarse de una manera que es conocida por los expertos en la
técnica, es decir, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacién, formacion de grageas,
trituracion, emulsion, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion. Los siguientes métodos y excipientes son
meramente ejemplares.

Para inyectables, los agentes pueden formularse en preparaciones mediante su disolucion, suspension o emulsion
en un disolvente acuoso 0 no acuoso, tal como aceite vegetal u otros aceites similares, glicéridos acidos alifaticos
sintéticos, ésteres de acidos alifaticos superiores o propilenglicol; y, si se desea, con aditivos convencionales tales
como solubilizantes, agentes isotonicos, agentes de suspension, agentes emulsionantes, estabilizantes y
conservantes. Preferentemente, los compuestos de la presente invencién pueden formularse en soluciones acuosas,
preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucion de Hank, soluciéon de Ringer o
tampdn de solucién salina fisioldgica. Para la administracién transmucosa, se usan en la formulacién penetrantes
apropiados para la barrera que se va a permear. En general, tales penetrantes se conocen en la técnica.

Para administracion oral, los compuestos de formula |, férmula Il y formula Il pueden formularse facilmente mediante
combinacion con vehiculos farmacéuticamente aceptables que son bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos
permiten que los compuestos se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, emulsiones,
suspensiones lipéfilas e hidrofilas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones densas, suspensiones y similares, para
ingestién oral por un paciente que se va a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse
mediante la mezcla de los compuestos con excipientes sélidos, moliendo opcionalmente una mezcla resultante, y
procesando la mezcla de granulos, tras afadir sustancias auxiliares adecuadas, si se desea, para obtener nucleos
de comprimidos o grageas. Los excipientes Utiles son, en particular, cargas tales como azucares, incluidas lactosa,
sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo,
almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afnadirse agentes disgregantes,
tales como la polivinilpirrolidona reticulada, agar o &cido alginico o una de sus sales tal como alginato de sodio.

Los nucleos de las grageas se proveen de recubrimientos adecuados. Para este propdsito, pueden usarse
soluciones de azucar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes o mezclas de disolventes
organicos adecuados. Pueden afadirse tintes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para su
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que pueden usarse oralmente incluyen capsulas duras fabricadas de gelatina, asi
como capsulas blandas selladas fabricadas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas
duras pueden contener los ingredientes activos mezclados con cargas tales como lactosa, aglutinantes tales como
almidones y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En capsulas
blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites
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grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afnadirse estabilizantes. Todas las
formulaciones para administracion oral deberian estar en dosificaciones adecuadas para dicha administracion.

Para administracion bucal, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos o de pastillas para chupar
formuladas de manera convencional.

Para administracion por inhalacién, los compuestos para su uso de acuerdo con la presente divulgacion se
administran convenientemente en forma de presentacion de pulverizador de aerosol desde envases presurizados o
un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado, o desde inhaladores de polvo seco sin propulsor.
En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse proporcionando una valvula
para administrar una cantidad medida. Pueden formularse capsulas y cartuchos, por ejemplo, de gelatina para su
uso en un inhalador o insuflador que contiene una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal
como lactosa o almidon.

Los compuestos pueden formularse para administracion parenteral por inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccién
intravenosa rapida o infusiéon continua. Las formulaciones para inyeccidon pueden presentarse en forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis con un conservante afadido. Las
composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos acuosos u
oleosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspensién, estabilizantes y/o
dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, pueden prepararse suspensiones de los compuestos activos
como suspensiones oleosas para inyeccién adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o
triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspensién, tales como carboximetil celulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los
compuestos para permitir la preparacion de soluciones muy concentradas. De forma alternativa, el ingrediente activo
puede estar en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril sin
pirdbgenos, antes de su uso.

Los compuestos también pueden formularse en composiciones rectales tales como supositorios 0 enemas de
retencion, por ejemplo, que contengan bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao,
Carbowax, polietilenglicoles u otros triglicéridos, todas las cuales se funden a la temperatura corporal, si bien estan
solidificadas a temperatura ambiente.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los compuestos también pueden formularse como una
preparacion de depdsito. Tales formulaciones de accién prolongada pueden administrarse mediante implantes (por
ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccidn intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos
pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsién en un
aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico o como derivados muy poco solubles, por ejemplo, como una sal
muy poco soluble.

De forma alternativa, pueden emplearse otros sistemas de administracion para compuestos farmacéuticos
hidréfobos. Los liposomas y las emulsiones son ejemplos bien conocidos de vehiculos o transportadores de
administracion para farmacos hidréfobos. En una realizacién preferida actualmente, pueden emplearse liposomas de
circulacion prolongada, es decir, sigilosos. Tales liposomas se describen, en general, en la patente de EE.UU. n.®
5.013.556 de Woodle et al.. Los compuestos de la presente invencién también pueden administrarse por medios de
liberacion controlada y/o dispositivos de administracién tales como los descritos en las patentes de EE.UU. n.?
3.845.770, 3.916.899, 3.536.809, 3.598.123 y 4.008.719.

También pueden emplearse determinados disolventes organicos, tales como dimetilsulféxido (DMSO), aunque
habitualmente a costa de una mayor toxicidad. Adicionalmente, los compuestos pueden administrarse usando un
sistema de liberacion mantenida, tal como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen
el agente terapéutico. Se han establecido y son bien conocidos por los expertos en la técnica diversos tipos de
materiales de liberacion mantenida. En funcién de su naturaleza quimica, las capsulas de liberacion mantenida
pueden liberar los compuestos durante desde unas pocas horas hasta mas de 100 dias.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender también vehiculos o excipientes en fase solida o gel
adecuados. Los ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos
azUcares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros tales como polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen composiciones en las
que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad terapéuticamente eficaz. Por supuesto, la cantidad de
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composicion administrada dependera del sujeto que se esta tratando, el peso del sujeto, la gravedad de la afliccion,
la manera de administracion y el criterio del médico encargado que la prescribe. La determinacién de una cantidad
eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica, especialmente a la vista de la divulgacion detallada
proporcionada en el presente documento.

Para cualquier compuesto usado en la presente divulgacién, puede calcularse inicialmente una dosis
terapéuticamente eficaz a partir de ensayos de cultivos celulares o0 modelos animales.

Ademas, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos descritos en el presente documento pueden
determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en animales de
experimentacion, por ejemplo, determinando la DLso, (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DEsg (la dosis
terapéuticamente eficaz para el 50 % de la poblacion). La proporcién de dosis entre efecto toxico y terapéutico es el
indice terapéutico y puede expresarse como la proporcién entre DLso y DEsq. Se prefieren compuestos que muestran
indices terapéuticos altos. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos en cultivo celular y estudios en animales
pueden usarse en la formulaciéon de un intervalo de dosificacion que no sea téxico para su uso en seres humanos.
La dosificacion de tales compuestos se encuentra preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en
circulacion que incluyen la DEsg con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo
en funcion de la forma de dosificacion empleada y la via de administraciéon utilizada. La formulaciéon, la via de
administracion y la dosificacién exactas pueden escogerse por el médico individual en vista de la afeccion del
paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl et al 1975 en: The Pharmacological Basis of Therapeutics, cap. 1).

La cantidad de compuesto activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir una forma de
dosificacién Unica variara en funcion de la enfermedad tratada, la especie de mamifero y el modo de administracion
particular. No obstante, como guia general, las dosis unitarias adecuadas para los compuestos de la presente
invencién pueden contener preferentemente, por ejemplo, entre 100 mg y aproximadamente 3000 mg del compuesto
activo. Una dosis unitaria preferida esta entre 500 mg y aproximadamente 1500 mg. Una dosis unitaria mas preferida
esta entre 500 y aproximadamente 1000 mg. Tales dosis unitarias pueden administrarse mas de una vez al dia, por
ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 6 veces al dia, pero preferentemente 1 0 2 veces al dia, de forma que la dosificacién diaria total
para un adulto de 70 kg esta en el intervalo de 0,1 a aproximadamente 250 mg por kg del sujeto por administracién.
Una dosis preferida es de 5 hasta aproximadamente 250 mg por kg de peso del sujeto por administracion, y un
tratamiento tal puede prolongarse durante una serie de semanas 0 meses y, en algunos casos, afos. No obstante,
se entendera que la concentracion de dosis especifica para cualquier paciente en particular dependera de una
variedad de factores, incluidos la actividad del compuesto especifico empleado; la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo y la alimentacion del individuo que se esta tratando; el tiempo y la via de administracién; la
velocidad de eliminacion; otros farmacos que se habian administrado anteriormente; y la gravedad de la enfermedad
en particular que se somete a tratamiento, como se entiende bien por los expertos en el area.

Una dosificacion tipica puede ser un comprimido de 10 hasta aproximadamente 1500 mg tomado una vez al dia o
varias veces al dia o una capsula o comprimido de liberacién prolongada una vez al dia y que contenga un contenido
proporcionalmente mas alto de ingrediente activo. El efecto de liberacién prolongada puede obtenerse mediante
materiales de capsula que se disuelven a diferentes valores de pH, mediante capsulas que liberan lentamente por
presion osmatica o por cualquier otro medio conocido de liberacién controlada.

Puede ser necesario usar dosificaciones fuera de estos intervalos en algunos casos, como resultara evidente para
los expertos en la técnica. Ademas, cabe destacar que el profesional clinico o médico responsable sabra cémo y
cuando interrumpir, ajustar o finalizar un tratamiento en relacion con la respuesta individual del paciente.

(5) Grupos protectores

Determinados compuestos que tienen la estructura general de la féormula | y Il pueden requerir el uso de grupos
protectores para permitir su elaboracién satisfactoria en la estructura deseada. Pueden escogerse grupos
protectores con referencia a Greene, T. W., et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Inc.,
1991. Los grupos bloqueantes pueden eliminarse facilmente, es decir, pueden eliminarse, si se desea, mediante
procedimientos que no provocaran la escision u otra alteracion de las partes restantes de la molécula. Tales
procedimientos incluyen hidrélisis quimica y enzimatica, tratamiento con agentes quimicos reductores u oxidantes
bajo condiciones suaves, tratamiento con ion fluoruro, tratamiento con un catalizador de metal de transicién y un
nucledfilo e hidrogenacion catalitica.

Los ejemplos de grupos protectores de hidroxilo adecuados son: trimetilsililo, trietilsililo, o-nitrobenciloxicarbonilo, p-
nitrobenciloxicarbonilo,  t-butildifenilsililo,  t-butildimetilsililo,  benciloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo, 2,2,2-
tricloroetiloxicarbonilo y aliloxicarbonilo. Los ejemplos de grupos protectores de carboxilo adecuados son benzhidrilo,
o-nitrobencilo, p-nitrobencilo, 2-naftiimetilo, alilo, 2-cloroalilo, bencilo, 2,2,2-tricloroetilo, trimetilsililo, t-butildimetilsililo,
t-butildifenilsililo, 2-(trimetilsilil)etilo, fenacilo, p-metoxibencilo, acetonilo, p-metoxifenilo, 4-piridilmetilo y t-butilo.

(6) Proceso

19



ES 2395267 T3

Los procesos para preparar los compuestos de la presente divulgacion se representan en general en los esquemas
1y 2 (y se describen con més detalle en los ejemplos):

Esquema 1:
5
_ CaHBICIO;
1. SOCI, 118,97 26352
2. Brp_ 159,81
NaOH 1 20% : >~—OH 3. MBOH 32 04 . >—
CaHaCIN CgH:CIO, CiHsF30.
ol 170,60, Ho— ) 163,11
NaQH CFa
-OMe:

—#’  KOH+H0 _ F\ A
C| 5H‘°C|F303 —Q -Cl oclﬂmc;z?oa
GF;.

o0 CFy
N cH e
Q. HO 3 M-S
cl 4 9 cat. piridina___ _@_?' : CyHy7CIFaNO,
' / O_Q 415,80
C15HyClF30 ; '
ATVt Fs CiHaNO, 10342 CFy

QsHsN( 79,1 03

De acuerdo con el esquema 1, se convierte un fenilacetonitrilo sustituido en un &cido fenilacético sustituido. El &cido
fenilacético sustituido se convierte en un derivado de acido activado (por ejemplo, cloruro de acido), seguido de

10  halogenacion en el carbono alfa y esterificacion con un alcohol. El éster halogenado se trata con un fenol sustituido
(por ejemplo, 3-trifluorometilfenol), proporcionando un éter de arilo, que se hidroliza para forma un derivado de acido
carboxilico. El acido derivado se convierte en un derivado de acido activado y posteriormente se trata con un
nucledfilo (por ejemplo, N-acetiletanolamina) para proporcionar el producto deseado.

15 Esquema 2:

o. 1) Cloruro de tionilo
Y»OH 2 Bromo \ o
’ 3. N-acetiletanolamina Br-
| 1. KOH/IPA

CFy
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De acuerdo con el esquema 2, un acido fenilacético sustituido se convierte en un derivado de acido activado (por
ejemplo, cloruro de acido) seguido por halogenacion en el carbono alfa. La parte de &cido activado de la molécula se
hace reaccionar con un nucleéfilo (por ejemplo, N-acetiletanolamina) para proporcionar un acido protegido. El acido
halogenado protegido se trata con un fenol sustituido (por ejemplo, 3-trifluorometilfenol), proporcionando el producto
deseado.

Los estereoisdémeros de los compuestos de la presente divulgacion pueden prepararse usando reactantes o
reactivos o catalizadores en su forma enantiomérica Unica en el método cuando sea posible o resolviendo la mezcla
de estereoisémeros mediante métodos convencionales analizados anteriormente y en los ejemplos. Algunos de los
métodos preferidos incluyen el uso de resolucién microbiana, la resolucion de sales diastereoméricas formadas con
acidos quirales o bases quirales y cromatografia usando soportes quirales.

(7) Kits

Ademas, la presente divulgaciéon proporciona kits con dosis unitarias de los compuestos de formula I, formula Il y
férmula Il en dosis orales o inyectables. Ademas de los envases que contienen las dosis unitarias, existira un
prospecto informativo en el embalaje que describa el uso y los beneficios esperados de los farmacos en el alivio de
los sintomas y/o complicaciones asociados con la diabetes de tipo 2, asi como en el alivio de la hiperlipidemia y la
hiperuricemia. Los compuestos y dosis unitarias preferidos son los descritos anteriormente en el presente
documento.

Ejemplos

Los compuestos de férmula I, férmula Il y formula Il de la presente divulgacién pueden prepararse facilmente
usando el método descrito en el esquema 1, anteriormente, y a partir de los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1

Este ejemplo se refiere a la preparacion de bromo-(4-clorofenil)-acetato de metilo.

ct—@-‘—} 3. MeOH_
' Br
CgH;CIO; CeHgBICIO;
170,60 *283,52

El compuesto inicial recogido en el esquema 1, es decir, el acido 4-clorofenilacético, esta disponible facilmente de
varias procedencias comerciales (por ejemplo, Aldrich y Fluka).

Se purg6 a través de un lavador de gas un reactor Morton de 5 | equipado con un agitador magnético, un control de
temperatura del recipiente y embudo de adiciéon y se cargd con acido p-clorofenilacético (720 g, 4,2 mol) y SOCl»
(390 ml, 630 g, 5,3 mol). La reaccién se agitd, se calenté y se mantuvo a 55 ¢ + 5 °C durante 1 hora. Después se
afnadié bromo (220 ml, 670 g, 5,3 mol) durante 20 min y se agité a 55° + 5°C durante 16 horas. Se elevo la
temperatura hasta 80 °C durante 7 horas y después se enfrid hasta 9 °C en un bafo de agua y hielo. Después se
anadio cuidadosamente metanol (2,0 |, 1,6 kg, 49,4 mol). Se extrajo el disolvente para obtener 2 liquidos con un
peso de 1,28 kg. Estos se disolvieron en una mezcla de 0,84 | de agua y 2,1 | de éter y se separaron. La fase
organica se lavé una vez con 0,78 | de NaCl acuoso al 25 % (p:p) y se sec6 sobre 0,13 g de MgSOs. Esto se filtré a
través de papel de filtro Whatman n.? 1 y se extrajo del disolvente para obtener 0,985 kg de liquido naranja. La RMN
de protdon mostrd que era un 80 % de producto y un 19 % de éster no bromado. La HPLC mostré un 82 % de
producto y un 18 % de éster no bromado. La HPLC se efectué en una columna SB-C8 de Zorbax a 30 °C que media
250 x 4,6 mm y con un tamafo de particula de 5 1. La fase movil fue 60:40 (v:v) de acetonitrilo: HsPO4 al 0,1 % a 1,5
ml/min. La deteccion se realizd a 210 nm. La muestra inyectada de 1 ul se disolvi6 en acetonitriio a una
concentracion de 10 mg/ml. El producto tuvo un tiempo de retencién de 5,0 min y el del éster no bromado fue de 3,8
min. Este producto en bruto se purificé mediante destilacién a vacio para obtener un producto puro al 96 % con un
rendimiento del 84 %. La RMN de protén del producto (CDCls, 300 MHz) mostr6 desplazamientos a 3,79 (s, 3H),
5,32 (s, 1H) y 7,20-7,55 (m, 4H) ppm.

Ejemplo 2

Este ejemplo se refiere a la preparacion de 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de metilo.
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fo) 0,
OMe KABUO_ O ? OMe
c + “O‘Q THF 2
Br . 15°
CqHgBrClO, C7HsF30 C15H12CIF303 CF,
263,52 162,11 344,72

Esta etapa fue similar a la misma etapa en el documento US 3517050 con una excepcion, se usé t-butéxido de
potasio en lugar de metéxido de sodio para evitar la generacién del éter metilico correspondiente. Se carg6é un
reactor Morton de 5 | equipado con un agitador superior, un detector de temperatura del recipiente y embudo de
adicion y bajo atmosfera de nitrégeno con bromo-(4-clorofenil) acetato de metilo (830 g, 3,0 mol) y THF (600 ml). El
reactor se enfrid hasta 14 ¢ + 3 °C en un bafo de agua y hielo y después se afadié una soluciéon enfriada de forma
similar de trifluorometil-m-cresol (530 g, 3,3 mol) en t-butéxido de potasio 1,0 M en THF (3,1 I, 3,1 mol). La reaccién
se desarrollo de forma exotérmica con un aumento de temperatura normal de mas de 25 °C y la adicién se controlé
para mantener una temperatura de 152 + 2 °C y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La HPLC se
efectué en una columna SB-C8 de Zorbax a 30 °C que media 250 x 4,6 mm y con un tamafo de particula de 5 . La
fase movil fue 60:40 (v:v) de acetonitrilo: HsPO4 al 0,1 % a 1,5 ml/min. La deteccion se realizé a 210 nm. La muestra
inyectada de 1 ul se disolvié en acetonitrilo a una concentracion de 10 mg/ml. El producto tuvo un tiempo de
retencién de 9,6 min, el éster de partida eluyé a los 5,0 min, el fenol a los 3,0 y el éster no bromado a los 3,8 min. El
disolvente se extrajo usando un evaporador rotatorio para obtener una nieve himeda amarilla que se disolvié en una
mezcla de 4,0 | de agua y 12,0 | de éter. Se separd la mezcla y la fase organica se lavo una vez con 1,6 | de NaOH
acuoso al 5 % (p:p) seguido por 1,6 | de agua vy, finalmente, 1,6 | de NaCl acuoso al 25 % (p:p). La fase orgénica se
sec6 sobre 0,32 kg de MgSQ, y se filir6 a través de papel de filtro Whatman n.? 1. Se extrajo el disolvente para
obtener 1,0 kg de cristales blanquecinos himedos. Esto se recristaliz6 en el evaporador rotatorio disolviendo en 1,0 |
de metilciclohexano a 75 °C y después enfriando hasta 20 °C. Los cristales se filtraron a través de papel de filtro
Whatman n.2 1 y se lavaron con tres partes de 0,25 | de metilciclohexano frio (15 °C). El producto himero (0,97 kg)
se secd durante una noche para obtener 0,81 kg de producto puro al 98 % que corresponde a un rendimiento del
79 %. La RMN de proton del producto (CDCls, 300 MHz) muestra desplazamientos a 3,75 (s, 3H), 5,63 (s, 1H) y
7,05-7,55 (m, 8H).

Ejemplo 3
Este ejemplo se refiere a la preparacion de acido 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acético.

O

QOMe

C16H12CIF10, c”-,t-«,(,cmao3
344,72 CFy

Se cargd un reactor Morton de 12 | con agitador magnético, controlador de temperatura del recipiente, un
condensador de reflujo y bajo atmésfera de nitrégeno, con 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de metilo (810
g, 2,3 mol) y etanol absoluto (5,8 I) y se calenté con agitacién hasta 57 °C para disolver el sélido. Se afadio una
solucion de KOH (520 g, 9,3 mol) en 0,98 | de agua. La solucion se sometié a reflujo durante 30 min y se extrajo el
disolvente mediante un evaporador rotatorio para obtener 2,03 kg de una mezcla de dos liquidos casi incoloros.
Estos se disolvieron en agua (16 1) y se trataron con 16 g de Norit neutro, después se filtraron a través de una
almohadilla de tierra de infusorios retenida en papel de filiro Whatman n.? 1. El pH del filtrado se redujo desde un
intervalo inicial de 13 hasta un intervalo de 1 a 2 mediante la adicién de un total de 2,75 | de HCI 3 M (8,25 mol). Se
form6 un sélido muy pegajoso después de la adicion de los primeros 2,30 | de &cido y en este punto se afadié éter
(7 1). Se separaron las dos fases y la fase organica se seco sobre MgSO. (230 g) y se filtré a través de papel de filtro
Whatman n.? 1. Después, se extrajo el disolvente para obtener 0,85 kg de jarabe transparente blanco. Después, se
recristaliz6 el material en el evaporador rotatorio mediante la adicion de metilciclohexano (800 ml) y enfriando hasta
18 °C con rotacién lenta. La temperatura se hizo descender entonces hasta 5 °C, se filtraron los cristales y se
lavaron 5 veces con partes de 0,10 | de metilciclohexano frio (0 °C) para obtener 0,59 kg de cristales hiumedos. Los
cristales hUmedos se secaron para obtener 0,48 kg (62 % de rendimiento) de producto sin acido p-clorofenilacético
detectable en la RMN de protén. La RMN de proton del producto (CDCls, 300 MHz) muestra desplazamientos a 5,65
(s, 1H), 7,02-7,58 (m, 8H) y 10,6 (s, 1H).

Ejemplo 4

Este ejemplo se refiere a la preparacién de enantiomeros resueltos del acido 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-
aceético.
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-
h O,
OH seguido OH
c HO. N de H' &
0 * oo 0
A
C15H10CIF304 CF, CigHa2N20
330,69 N 20440 Resuelto CF3

Se cargd un reactor Morton de 12 | de tapa abierta con un agitador superior con &cido 4-clorofenil-(3-trifluorometil-
fenoxi)-acético (350 g, 1,06 mol) e isopropanol (4,0 1) y se calent6 hasta 65 © = 3 °C. Se afadié una suspension de
cinconidina (-) (300 g, 1,02 mol) en isopropanol (2,0 I), aclarando todo el sélido al interior del reactor con 0,8 | de
isopropanol adicionales. La temperatura se redujo desde 65 ¢ hasta 56 °C y se form6 en Ultimo término una solucion
naranja transparente y se mantuvo la mezcla a 55 © £ 5 °C durante 2 horas. Se recogieron cristales finos mediante
filtracion a través de un papel de filtro Whatman n.? 1, lavando una vez con 0,7 | de isopropanol caliente (55 °C). Los
cristales se secaron durante 16 horas a temperatura ambiente en un horno a vacio de 12,6 | bajo un flujo de
nitrégeno de 5 Ipm. El sélido seco pesé 0,37 kg y tenia un exceso enantiomérico (ee) del 80 % del enantidmero (+).
El exceso enantiomérico se determind por HPLC usando una columna R,R-WhelkO-I de 250 x 4,6 mm a temperatura
ambiente. Las muestras inyectadas fueron de 20 pl de soluciones 2 mg/ml de las muestras en etanol. La columna se
eluyo con 95:5:0,4 de hexano:isopropanol:acido acético a un flujo de 1 ml/min. La deteccion se realiz6 a 210 nm. El
enantiomero (+) eluyé a los 7 a 8 min y el enantiomero (-) alos 11 a 13 min. El licor madre proporcioné una segunda
tanda casi inmediatamente que se filtr6, se lavd y se secd para dar 0,06 kg de sal que tiene un ee del 90 % del
enantiomero (-). De forma similar, se obtuvieron una tercera, una cuarta y una quinta tanda con pesos de 0,03 kg,
0,03 kg y 0,7 kg respectivamente; con excesos del enantiomero (-) del 88 %, el 89 % y el 92 %, respectivamente.

Se recristaliz6 la sal (+) en bruto (320 g) a partir de una mezcla de etanol (5,9 1) y metanol (1,2 I). Se calent6 la
mezcla con agitacion superior para disolverla, se enfrié a temperatura ambiente durante 16 horas, se filtré y se lavo
dos veces con 0,20 | de etanol:metanol 5:1 (viv). Se secaron los cristales para obtener 0,24 kg del enantiémero (+)
que tenia un ee del 97 %. Esto se corresponde con una recuperacion del 80 % de este isémero. Se suspendio la sal
resuelta en una mezcla de éter (6,5 |) y agua (4,0 I) con agitacién superior. El pH se redujo hasta 0-1 medido por
medio de tiras indicadoras de pH con una solucién de H>SO4 concentrado (0,13 I) en agua (2,5 I). Se separaron las
fases y la fase organica y se lavé dos veces con partes de 6,5 | de agua. Se afadio6 éter (1,9 1) y la fase organica se
lavé una vez mas con 6,5 | de agua. Después de la separacion final, se afadieron 0,1 | de NaCl acuoso al 25 % (p:p)
para limpiar cualquier leve emulsién. Se sec6 el producto sobre 0,19 kg de MgSOQy, se filtro y se eliminé el disolvente
para obtener 0,13 kg de jarabe transparente blanco que solidifica al enfriarse. Esto corresponde a una recuperacion
del 97 % de producto que tenia un ee del 95 % del enantiomero (+). [a]o+5,8142 (c.=0,069 en alcohol metilico).

Se recristalizé la sal en bruto (-) combinada (200 g) a partir de isopropanol (3,1 1). Se calent6 la mezcla para disolver
casi todo el sélido y se filtr6 rapidamente para eliminar solidos insolubles. Después, se enfrié la mezcla con agitacion
a temperatura ambiente durante 16 horas, se filtr6, se lavé y se secé para obtener 0,16 kg del enantiémero (-) que
tiene un ee del 97 %. Esto corresponde a una recuperacion del 49 % de este isébmero. Se aisl6 el enantiomero (-) del
acido de la misma manera descrita anteriormente para el acido (+). Se suspendio la sal resuelta en éter y agua, se
redujo el pH con H>SO4 concentrado y se extrajo el producto de la fase organica.

Ejemplo 5

A. Preparacion de cloruro de (-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetilo

ol =0l

CHCI
CisHyoCIF303 3 c,sngszgoz
330,69 CF,

Se cargd un matraz de evaporacién de 2 | con agitador magnético, adaptador de Claissen, termémetro de recipiente
y un condensador de reflujo dirigido a un lavador de gas, con acido (-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acético (143
g, 0,42 mol basado en una pureza del 97 %) y CHCIs (170 ml) y se calenté hasta ebullicion para disolverlo. Se
anadié SOCI, (38 ml, 62,1 g, 0,52 mol). Se calenté la mezcla a reflujo (68 °C finales) durante 4,5 horas y después se
extrajeron los compuestos volatiles para obtener 151 g de un liquido amarillo turbio (103 % de rendimiento
aparente). El material se usé en la siguiente etapa sin purificaciéon adicional.

B. Preparacion de cloruro de (+) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetilo
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@_2‘ Q 500 Q

CHCI
c 15HIOCIF303 3 C15H9C|2F302

Se cargd un matraz de evaporacion de 3 | con agitador magnético, adaptador de Claissen, termémetro de recipiente
y un condensador de reflujo dirigido a un lavador de gas, con acido (+) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acético
(131 g, 0,37 mol) y CHCIs (152 ml) y se calent6 hasta ebullicién para disolverlo. Se afadié SOCI, (35 ml, 56,5 g, 0,48
mol). Se calent6 a mezcla a reflujo (70 °C finales) durante 4 horas y después se extrajeron los compuestos volatiles
para obtener 139 g de liquido. El material se us6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo 6

A. Preparacion de (-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de 2-acetamidoetilo

CH,

: }— H DMF HN_<
Q " HO/\/N\H’CH _cat. piridina__

éter

C15H9C|2F302 C4H9N02 o 10 °C
F3 103,12 c,QH,,chaNo.,

Se cargd un matraz de fondo redondo con agitador magnético, termémetro de recipiente, bajo una atmésfera de
nitrégeno en un bafo de agua y hielo, con DMF (420 ml), piridina (37 ml, 36 g, 0,46 mol) y N-acetoetanolamina (39
ml, 43 g, 0,42 mol). Se enfrié la mezcla hasta de 0 ¢ a 5 °C y se afiadié una solucién de cloruro de (-) 4-clorofenil-(3-
trifluorometilfenoxi)-acetilo en bruto (151 g, 0,42 mol basado en un rendimiento del 100 % en la etapa anterior) en
éter (170 ml) durante un periodo de 40 min, con el fin de mantener la temperatura del recipiente por debajo de los
13 °C. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 16 horas y se disolvié mediante la adicién de agua (960
ml) seguida de acetato de etilo (630 ml). La adicion de agua se desarroll6 de forma exotérmica elevando la
temperatura desde 24 ° hasta 34 °C. La adicién de acetato de etilo provocéd un descenso de temperatura hasta
30 °C. Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo una vez con acetato de etilo (125 ml). Se extrajeron las
fases organicas combinadas una vez con NaHCO3; acuoso al 7 % (p:p) (125 ml) y cinco veces con partes de 60 ml
de agua y después dos veces con partes de 60 ml de NaCl acuoso al 25 % (p:p). El producto se secd sobre MgSQO4
(42 g) y se filtr6 a través de papel de filtro Whatman n.% 1. Se extrajo el disolvente usando un evaporador rotatorio
para obtener 160 g de un jarabe amarillo correspondiente a un rendimiento del 80 % basado en la RMN de protén
que muestra el 87 % de producto, el 8 % de EtOAc, el 4 % de amida no bromada y el 1 % de DMF. Este jarabe se
disolvié en MTBE (225 ml) a temperatura ambiente y se afadieron hexanos muy frios (-15 2C) al 85 % (400 ml) con
agitacion. Se formaron dos liquidos, después cristales y después la mezcla formé un soélido. La masa de sélido se
rasp6 sobre un embudo Buchner dotado de Whatman n.% 1, se compacto y se lavd tres veces con partes de 100 ml
de MTBE:hexanos 1:1 (v:v) para obtener 312 g de producto himero que se seca para dar 127 g, correspondientes a
un rendimiento del 73 %.

B. Preparacion de (+) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de 2-acetamidoetilo

CH,

DMF HN_<
‘Q " HO/\/N\H’ Hy cat. plrldlna

éter

C15H9C|2F302 C4H9N02 o 10 °C
F3 103,12 C19H17C|F3NO4

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 3 | con agitador magnético, termdémetro de recipiente, bajo una atmésfera
de nitrégeno en un bafo de agua y hielo, con DMF (365 ml), piridina (33 ml, 32,3 g, 0,41 mol) y N-acetoetanolamina
(34 ml, 38,1 g, 0,37 mol). Se enfri6 la mezcla hasta de 0% a 5°C y se afadi6 una solucién de cloruro de (+) 4-
clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetilo en bruto (139 g, 0,37 mol basado en un rendimiento del 100 % en la etapa
anterior) en éter (155 ml) durante un periodo de 25 min, con el fin de mantener la temperatura del recipiente por
debajo de los 13 °C. Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 40 horas y se disolvid mediante la adicion
de agua (850 ml) seguida de acetato de etilo (550 ml). La adicion de agua se desarroll6 de forma exotérmica
elevando la temperatura desde 24 © hasta 34 °C. La adicion de acetato de etilo provocé un descenso de temperatura
hasta 30 °C. Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo una vez con acetato de etilo (110 ml). Se lavaron las
fases organicas combinadas dos veces con partes de 55 ml de agua y después cinco veces con partes de 55 ml de
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NaCl acuoso al 25 % (p:p) y se secd sobre 30 g de MgSOs y se filtré a través de papel de filiro Whatman n.2 1. Se
extrajo el disolvente usando un evaporador rotatorio para obtener 168 g de liquido amarillo correspondiente a un
rendimiento del 86 % basado en la RMN de protén que muestra el 79 % de producto, el 9 % de EtOAc, el 8 % de
amida no bromada y el 4 % de DMF. Se cristalizé el producto en un vaso de precipitados de 800 ml mediante su
disolucién en MTBE (200 ml) a temperatura ambiente, enfriamiento a -15 °C durante 1,4 horas, adicion de 200 ml de
hexanos al 85 % y enfriamiento posterior durante 1 hora. La masa de solido se raspd sobre un embudo Buchner
dotado de Whatman n.% 1, se compacto y se lavé una vez con MTBE:hexanos 1:1 (v:v) (100 ml) para obtener 201 g
de producto humero. Se secé el producto bajo flujo de nitrégeno y se trituré con hexanos al 85 % (700 ml) usando un
agitador superior. El material se filtr6 y se secé para obtener 87 g de producto. [a]p+2,769° (c.=0,048 en alcohol
metilico). [a]p-2,716° (c.=0,049 en alcohol metilico). Los enantiémeros (+) y (-) también se analizaron por HPLC
usando una columna R,R-WhelkO-| de 250 x 4,6 mm a temperatura ambiente. Las muestras inyectadas fueron de 20
ul de soluciones 2 mg/ml de las muestras en etanol. La columna se eluyé con 60:40 de isopropanol:hexano a un flujo
de 1 ml/min. La deteccion se realizé a 220 nm. El enantiémero (+) eluy6 a los 5,0 a 5,2 min y el enantiémero (-) a los
5,7 25,9 min.

Ejemplo 7

Este ejemplo se refiere a la inhibicién del citocromo P450 2C9 (CYP2C9) por los compuestos de la presente
divulgacion.

Se ensayo la actividad de hidroxilacion de la tolbutamida (**C-tolbutamida 100 uM; NADPH 1 mM) en microsomas
hepaticos humanos combinados (0,6 mg de proteina/ml) durante 60 minutos a 37 °C con y sin compuestos de
prueba. Se probaron acido halofénico racémico, acido (-) halofénico y &cido (+) halofénico (0,25 uM a 40 uM). Como
se muestra en la figura 1, el acido halofénico racémico inhibié la actividad de hidroxilacion de la tolbutamida mediada
por CYP2C9 en microsomas hepaticos humanos con una Clspy aparente de 0,45 uM. Se observé una diferencia
sustancial en la capacidad de los enantiémeros de acido halofénico para inhibir el CYP2C9. El acido (+) halofénico
tenia una Clso aparente de 0,22 uM, mientras que el acido (-) halofénico fue casi 20 veces menos potente con una
Clso de 3,6 uM.

Ejemplo 8

Este ejemplo se refiere al curso temporal de la disminucién de glucosa para los compuestos de la presente
divulgacion.

A. Material y métodos

Se adquirieron ratones C57BL/6J ob/ob macho de 9-10 semanas de edad de The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EE.UU.). Los animales se alojaron (4-5 ratones/jaula) bajo condiciones de laboratorio estandar a 22 °C y 50 %
de humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacién de pienso para roedores de Purina y agua a voluntad.
Antes del tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola de cada animal. Se usaron ratones que tenian
concentraciones plasmaticas de glucosa sin ayuno de entre 300 y 500 mg/dl. Cada grupo de tratamiento consistié en
10 ratones que se distribuyeron de modo que las concentraciones medias de glucosa eran equivalentes en cada
grupo al inicio del estudio. A los ratones se les dosifico por via oral una vez mediante sonda, bien vehiculo,
halofenato racémico (250 mg/kg), (-) halofenato (250 mg/kg) o (+) halofenato (250 mg/kg). Todos los compuestos se
administraron en una formulacién liquida que contenia dimetilsulféoxido (DMSO) al 5 % (v/v), tween 80 al 1 % (v/v) y
metilcelulosa al 2,7 % (p/v). El volumen administrado mediante la sonda fue de 10 ml/kg. Se tomaron muestras de
sangre 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5, 9 y 24 horas después de la dosis y se analizaron para evaluar la glucosa plasmatica. Las
concentraciones plasmaticas de glucosa se determinaron de forma colorimétrica usando el método de la glucosa
oxidasa (Sigma Chemical, San Luis, MO, EE.UU.). Se evalué la diferencia de significacién entre grupos
(comparando grupos tratados con farmaco y tratados con vehiculo o entre tratados con farmaco) usando la prueba
de la t de Student independiente.

B. Resultados

Como se ilustra en la figura 2, el halofenato racémico redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de
glucosa en la mayoria de los puntos temporales con la actividad maxima a las 9 horas. El (-) halofenato mostr6 una
reduccion de la glucosa plasmatica tan pronto como a las 1,5 horas y alcanzé su actividad maxima a las 3 horas. Las
concentraciones plasmaticas de glucosa permanecieron bajas hasta las 24 horas. El (+) halofenato no mostré una
actividad significativa hasta las 4,5 horas y la actividad maxima fue a las 7,5 horas. La glucosa plasmatica empezé a
recuperarse después. Existieron diferencias significativas entre los enantiomeros (-) y (+) del halofenato en los
puntos temporales a las 3 y a las 24 horas. La actividad del (-) halofenato comenzé mas rapido y se mantuvo durante
mas tiempo.

Ejemplo 9
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Este ejemplo se refiere a la actividad de disminucion de la glucosa de los compuestos de la presente divulgacion.
A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratones C57BL/6J ob/ob macho de 8-9 semanas de edad de The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EE.UU.). Los animales se alojaron (4-5 ratones/jaula) bajo condiciones de laboratorio estandar a 22 °C y 50 %
de humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacién de pienso para roedores de Purina y agua a voluntad.
Antes del tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola de cada animal. Se usaron ratones que tenian
concentraciones plasmaticas de glucosa sin ayuno de entre 300 y 520 mg/dl. Cada grupo de tratamiento consistio en
10 ratones que se distribuyeron de modo que las concentraciones medias de glucosa eran equivalentes en cada
grupo al inicio del estudio. A los ratones se les dosificd por via oral una vez al dia durante 5 dias, bien vehiculo,
halofenato racémico (250 mg/kg), (-) halofenato (125 y 250 mg/kg) o (+) halofenato (125 y 250 mg/kg). El halofenato
racémico se administré en metilcelulosa al 2,7 % (p/v) y tanto el enantiomero (-) como el enantiémero (+) se
administraron en una formulacion liquida que contenia dimetilsulféxido (DMSO) al 5 % (v/v), tween 80 al 1 % (v/v) y
metilcelulosa al 2,7 % (p/v). El volumen administrado mediante la sonda fue de 10 ml/kg. Se tomaron muestras de
sangre 3, 6, 27, 30 y 120 horas después de la primera dosis y se analizaron para evaluar la glucosa y la insulina
plasmaticas. Los animales se sometieron a ayuno durante la noche (14 horas) antes de la toma de muestras a las
120 horas. Las concentraciones plasmaticas de glucosa se determinaron de forma colorimétrica usando el método
de la glucosa oxidasa (Sigma Chemical, San Luis, MO, EE.UU.). Las concentraciones plasmaticas de insulina se
determinaron mediante en uso del kit Rat Insulin RIA de Linco Research Inc. (San Carlos, MO, EE.UU.). Se evalu¢ la
diferencia de significacién entre grupos (comparando grupos tratados con farmaco y tratados con vehiculo) usando
la prueba de la t de Student independiente.

B. Resultados

Como se ilustra en la figura 3, el (-) halofenato redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa
a las 6, 27 y 30 horas. El (-) halofenato a ambas concentraciones de dosificacion redujo significativamente las
concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6, 27 y 30 horas. La dosis alta (250 mg/kg) también fue activa a las 3
horas. El (+) halofenato a 125 mg/kg mostré reduccion de la glucosa plasmatica a las 6 y a las 27 horas, mientras
que a 250 mg/kg, se observaron concentraciones plasmaticas de glucosa reducidas a las 3, 6, 27 y 30 horas. En la
figura 4 se muestran concentraciones plasmaticas de insulina. El halofenato racémico redujo significativamente la
insulina a las 6 y a las 27 horas. Las insulinas plasmaticas se redujeron significativamente en el grupo de (-)
halofenato a las 27 horas a ambas dosis y se redujo significativamente a las 30 horas en los animales tratados con
250 mg/kg/dia. El (+) halofenato redujo significativamente la insulina a las 27 y a las 30 horas a ambas dosis. A 125
mg/kg/dia también se observo una reduccién significativa después de 6 horas. Después de ayuno durante la noche
(a las 120 horas), todos los tratamientos redujeron las concentraciones plasmaticas de glucosa significativamente
(figura 5). Las insulinas plasmaticas se redujeron significativamente en todos los grupos tratados con halofenato,
excepto el grupo de (+) halofenato a 125 mg/kg/dia (figura 6).

Ejemplo 10

Este ejemplo se refiere a la mejora de la resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa para los compuestos
de la presente divulgacion.

A. Materiales y métodos

Se alojaron ratas Zucker fa/fa macho de 8-9 semanas de edad (2-3 ratas/jaula) bajo condiciones de laboratorio
estandar a 22 °C y 50 % de humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacion de pienso para roedores de
Purina y agua a voluntad. Antes del tratamiento, se asignaron las ratas a 6 grupos basandose en el peso corporal.
Cada grupo de tratamiento consistié en 8 ratas. A las ratas se les dosificod por via oral una vez mediante sonda, bien
vehiculo, halofenato racémico (100 mg/kg), (-) halofenato (50 o 100 mg/kg) o (+) halofenato (50 o 100 mg/kg). Todos
los compuestos se administraron en una formulacién liquida que contenia dimetilsulfoxido (DMSO) al 5 % (v/v),
tween 80 al 1 % (v/v) y metilcelulosa al 2,7 % (p/v). El volumen administrado mediante la sonda fue de 10 ml/kg.
Todas las ratas recibieron una exposicién oral a glucosa (1,9 g/kg) 5,5 horas después del tratamiento y 4 horas
después de la retirada de la comida. Se tomaron muestras de sangre a los 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos tras
la exposicion a glucosa para medir la glucosa plasmatica. Los grupos de vehiculo, (-) halofenato (50 mg/kg) y (+)
halofenato (50 mg/kg) se sometieron a una exposicién a insulina tras la administracién por sonda diaria de los
correspondientes tratamientos durante 5 dias. El dia 5, las ratas recibieron la insulina intravenosa (0,75 U/kg) 5,5
horas después de la Ultima dosis y 4 horas después de la retirada de la comida. Se tomaron muestras de sangre a
los 3, 6,9, 12, 15 y 18 minutos tras la inyeccion de insulina para medir la glucosa plasmatica. Las concentraciones
plasmaticas de glucosa se determinaron de forma colorimétrica usando el método de la glucosa oxidasa (Sigma
Chemical, San Luis, MO, EE.UU.). Se evalu6 la diferencia de significacion entre grupos (comparando grupos
tratados con farmaco y tratados con vehiculo o entre tratados con farmaco) usando la prueba de la t de Student
independiente.

B. Resultados
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Como se ilustra en la figura 7A, las ratas Zucker obesas con intolerancia a la glucosa tenian concentraciones
plasmaticas de glucosa mas bajas después de una exposicion a glucosa tras el tratamiento con halofenato. El (-)
halofenato fue el mas eficaz en la disminucién de la glucosa y tuvo un efecto que se mantuvo durante mas tiempo
que el del racemato o el enantibmero (+). La figura 7B muestra el incremento del area bajo la curva (ABC) para
todos los grupos de tratamiento. Los animales tratados con el (-) halofenato mostraron reducciones significativas en
el area de la glucosa con relacién a los controles tratados con vehiculo. Aunque el ABC disminuy6 en los grupos
tratados con el racemato o el (+) halofenato, los efectos no fueron tan grandes como en las ratas tratadas con (-)
halofenato y las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Los cambios en la sensibilidad a la insulina se evaluaron monitorizando el descenso de la glucosa tras una inyeccion
intravenosa de insulina. La pendiente de la recta es una indicacién directa de la sensibilidad a la insulina del animal
de prueba. Como se muestra en la figura 8, la sensibilidad a la insulina mejoré significativamente después de 5 dias
de tratamiento con (-) halofenato en comparacion con los controles tratados con vehiculo (p < 0,01) y los animales
tratados con (+) halofenato (p < 0,05). El tratamiento con (+) halofenato tuvo un efecto pequefio sobre la sensibilidad
a la insulina que no fue significativamente diferente del control tratado con vehiculo (p = 0,083). El tratamiento con (-)
halofenato redujo sustancialmente la resistencia a la insulina en la rata Zucker obesa, un modelo bien establecido de
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina.

Ejemplo 11

Este ejemplo se refiere a la actividad de disminucién de lipidos (referencia) de los compuestos de la presente
divulgacion.

A. Materiales y métodos

Se obtuvieron ratas Zucker obesas diabéticas (ZDF) macho de GMI Laboratories (Indianapolis, IN) a las 9 semanas
de edad. Se administré vehiculo o enantibmeros de halofenato mediante sonda oral a diario empezando a los 74
dias de edad. Se obtuvieron muestras de sangre iniciales para analizarlas un dia antes del tratamiento y a los
tiempos indicados en el protocolo de tratamiento. Se analizé la sangre para evaluar los triglicéridos y el colesterol
plasmaticos mediante técnicas estandar.

B. Resultados

En el experimento | los animales recibieron una dosis de 25 mg/kg/dia. Como se muestra en la figura 9A y la figura
9B, se observé una disminucién significativa del colesterol plasmatico sélo en animales tratados con el (-) halofenato
después de 7 y 13 dias de tratamiento. En el experimento I, los animales a los 107 dias de edad recibieron dosis
diarias de 12,5 mg/kg/dia o 37,5 mg/kg/dia de los enantiomeros (-) y (+) de halofenato. Como se muestra en la figura
10A y la figura 10B, el colesterol plasmatico fue significativamente mas bajo con la dosis alta después de 7 dias,
pero no después de 14 dias de tratamiento con el (+) halofenato. En contraste, para el (-) halofenato a la dosis baja,
se observé una disminucion significativa del colesterol después de 7 dias. A la dosis alta, se observd un descenso
mucho mayor del colesterol plasmatico que resulté evidente después de tanto 7 como 14 dias de tratamiento. Como
se muestra en la figura 11A y la figura 11B, también se observé una disminucién significativa de los triglicéridos
plasmaticos 7 dias después del tratamiento a la dosis alta que fue de mayor magnitud en animales tratados con el
enantiémero (-) de halofenato.

Ejemplo 12

Este ejemplo se refiere a la actividad de disminucién de la glucosa de analogos de (+) halofenato y analogos de (-)
halofenato.

A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratones C57BL/6J ob/ob macho de 8-9 semanas de edad de The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EE.UU.). Los animales se alojaron (4-5 ratones/jaula) bajo condiciones de laboratorio estdndar a 22 + 3 °C de
temperatura y 50 £ 20 % de humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacion de pienso para roedores de
Purina y agua a voluntad. Antes del tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola de cada animal. Se usaron
ratones que tenian concentraciones plasmaticas de glucosa sin ayuno de entre 250 y 500 mg/dl. Cada grupo de
tratamiento consistié en 8-10 ratones que se distribuyeron de modo que las concentraciones medias de glucosa eran
equivalentes en cada grupo al inicio del estudio. A los ratones se les dosificé por via oral mediante sonda una vez al
dia durante 1-3 dias vehiculo, acido (-) halofénico, () analogo 14, 29, 33, 34, 35, 36, 37 0 38 a 125 mg/kg o (-)
analogo 29, 36, 37 o 38 a 150 mg/kg. Los compuestos se administraron en una formulacion liquida que contenia
dimetilsulféxido (DMSO) al 5 % (v/v), tween 80 al 1 % (v/v) y metilcelulosa al 0,9 % (p/v). El volumen administrado
mediante la sonda fue de 10 ml/kg. Se tomaron muestras de sangre a las 6 horas después de cada dosis y se
analizaron para evaluar la glucosa plasmatica. La ingesta de comida y el peso corporal se midieron diariamente. Las
concentraciones plasmaticas de glucosa se determinaron de forma colorimétrica usando el método de la glucosa
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oxidasa (Sigma Chemical, San Luis, MO, EE.UU.). Se evalué la diferencia significativa entre grupos (comparando
grupos tratados con farmaco y tratados con vehiculo) usando la prueba de la t de Student independiente.

B. Resultados

Como se ilustra en la tabla 2, se evaluaron compuestos en 5 experimentos diferentes. Una dosis Unica de &cido (-)
halofénico redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6 horas. El analogo 14 redujo
significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6, 30 y 54 horas. El analogo 33 redujo
significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6 y a las 54 horas. El analogo 29 y el 38
redujeron significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6, 30 y 54 horas. El analogo 35 y el 36
redujeron significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 30 y a las 54 horas. El analogo 37
redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 54 horas. Una dosis Unica de los
analogos (-) 29, 36, 37 y 38 redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa a las 6 horas. Los
tratamientos con compuesto no afectaron a la ingesta de comida y al peso corporal de los animales.

Férmula Il

Tabla 1: Analogos (£) y (-) de halofenato. Compuestos descritos con referencia a la férmula Il.

Comp. n.2 X CXs R?
acido halofénico Cl CFs H
14 F CFs (CH2)2NHAc
29 Br CFs (CH2)2NHAc
33 Cl CFs (CH2)3CHs
35 Cl CFs (CH2)2N(CHa)2
36 Cl CF3 (CH2)2NHCOPh
37 Cl CF3 CH2CONH:
38 Cl CF3 CH2CON(CHsa)2
Tabla 2 Actividades de disminucion de glucosa de analogos de (1) halofenato y (-) halofenato.
Predosis 6 horas 30 horas 54 horas
Glucosa Glucosa |VALOR de P| Glucosa |VALORdeP| Glucosa |VALOR de P
(mg/dl) (mg/dl) |frente aveh.| (mg/dl) |frenteaveh.| (mg/dl) |frente aveh.
Vehiculo 313118 303+19,8 ND ND
acido (-) halofénico | 312,9+17,7 | 163,8+11,8 0,0011 ND ND
Vehiculo 360,2+27,8 | 405,8+25,8 356,0+27,6 386,1+20,6
() Anélogo 14 361,0+17,1 | 328,9+34,1 0,0444 267,0t21,3 0,0099 293,0+29,4 0,0092
Vehiculo 291,6+18,5 | 363,0+25,1 340,8+30,0 351,5123,8
(%) Analogo 33 292,0+£19,1 | 227,5+13,2 0,0001 298,0+15,3 0,1119 286,619,9 0,0125
Vehiculo 387,1+14,3 [ 371,5424,2 326,2+22,5 374,0£37,9
(%) Analogo 29 387,1£16,0 | 299,7+24,5 0,0259 237,41149 0,0020 293,319,7 0,0268
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(+) Analogo 35 | 387,0+18,0 | 319,6+26,7 0,0834 276,8+17,6 0,0504 286,2+31,5 0,0458

(+) Analogo 37 | 387,4+18,8 | 345,4+19,7 NS 312,5+21,7 NS 285,1+14,7 0,0210

Vehiculo 329,6+16,1 | 361,8+23,2 346,5+24,6 379,2+24 4

(¥) Analogo 36 | 329,7+17,6 | 300,5+27,3 0,0522 249,718,6 0,0008 272,2+18,4 0,0013

(¥) Analogo 38 | 329,4+18,9 | 303,2+18,2 0,0312 245,61 15,6 0,0014 243,1+10,6 0,0000

Vehiculo 373,0+13,6 | 405,8+33,7 ND ND
(-) Andlogo 36 | 373,2+15,5 | 281,1+18,2|  0,0019 ND ND
(-) Andlogo 37 | 373,4+16,1|271,7422,5|  0,0018 ND ND
(-) Andlogo 38 | 373,4+16,1 | 251,2+23,6|  0,0007 ND ND
(-) Andlogo 29 | 372,2+17,1|333,5+16,1|  0,0353 ND ND

Este ejemplo se refiere a una comparacion entre las actividades del (-) halofenato y el (+) halofenato.
A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratas ZDF macho de 8-9 semanas de edad de Genetic Models, Inc. (Indianapolis, IN). Los animales
se alojaron (3-5 ratas/jaula) bajo condiciones de laboratorio estandar a 22 + 3 °C de temperatura y 50 + 20 % de
humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacion de pienso para roedores de Purina y agua a voluntad.
Antes del tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola de cada animal. Se usaron ratas que tenian
concentraciones plasmaticas de glucosa con un ayuno de 4 horas de entre 200 y 500 mg/dl. Cada grupo de
tratamiento consistié en 8-10 ratas que se distribuyeron de modo que las concentraciones medias de glucosa eran
equivalentes en cada grupo al inicio del estudio. A las ratas se les dosificé por via oral mediante sonda una vez al
dia durante 3 dias, bien vehiculo, (-) halofenato o (+) halofenato a 50 mg/kg. Los compuestos se administraron en
una formulacion liquida que contenia dimetilsulféxido (DMSO) al 5 % (v/v), tween 80 al 1 % (v/v) y metilcelulosa al
0,9 % (p/v). El volumen administrado mediante la sonda fue de 5 ml’kg. Se tomaron muestras de sangre a las 5
horas después de la dosis en el dia 2 y 3. Las concentraciones plasmaticas de glucosa se determinaron de forma
colorimétrica usando el método de la glucosa oxidasa (Sigma Chemical Co, San Luis, MO, EE.UU.). Se evalué la
diferencia significativa entre grupos (comparando grupos tratados con farmaco y tratados con vehiculo) usando la
prueba de la t de Student independiente.

B. Resultados

La administracion oral de (-) halofenato a 50 mg/kg redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de
glucosa, mientras que el (+) halofenato a las mismas concentraciones de dosificacién no consiguid reducir las
concentraciones plasmaticas de glucosa en comparacion con los animales tratados con vehiculo (figura 12).

Ejemplo 14
Este ejemplo se refiere a un estudio farmacocinético de (1) halofenato y (-) halofenato.
A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratas SD macho de 225-250 g de Charles River. Los animales se alojaron (3-5 ratas/jaula) bajo
condiciones de laboratorio estandar a 22 + 3 °C de temperatura y 50 = 20 % de humedad relativa y se mantuvieron
con una alimentaciéon de pienso para roedores de Purina y agua a voluntad. Se colocd un catéter en la arteria
caroétida izquierda bajo pentobarbital sodico (50 mg/kg i.p.) y se dejé que los animales se recuperaran durante 2 dias
antes del tratamiento. Se administraron dosis Unicas mediante sonda oral de (*) halofenato o (-) halofenato a 50
mg/kg. Los compuestos se administraron en una formulacion liquida que contenia dimetilsulféxido (DMSO) al 5 %
(v/v), tween 80 al 1 % (v/v) y metilcelulosa al 0,9 % (p/v). El volumen administrado mediante la sonda fue de 5 mi/kg.
Se recogieron muestras de sangre 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la dosis. Se analizaron las
muestras de plasma para evaluar cada acido enantiomérico (acido (-) halofénico y acido (+) halofénico) mediante un
ensayo de HPLC quiral especifico, dado que los ésteres son profarmacos, que estan disefiados para convertirse en
sus correspondientes acidos enantioméricos in vivo.

B. Resultados
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Después de la administracién oral de (+) halofenato, se detectaron tanto acido (-) halofénico como &cido (+)
halofénico en las muestras de plasma. Como se muestra en la tabla 3, resulté que los dos acidos enantioméricos
tenian perfiles de eliminacion diferentes. La eliminacion del &cido (-) halofénico fue mucho mas lenta que la del acido
(+) halofénico. Como consecuencia, el ABC del acido (-) halofénico fue significativamente mayor que el ABC para el
acido (+) halofénico, 4708,0 frente a 758,0 png-h/ml y la semivida terminal fue de 46,8 frente a 14,3 horas.

Tras la administracién oral de (-) halofenato, el perfil de eliminacién del acido (-) halofénico fue basicamente idéntico
al de la administracion de (x) halofenato, ya que la semivida terminal es la misma (tabla 2). La Cmax y el ABC del
acido (-) halofénico fueron proporcionalmente mayores simplemente debido a la mayor cantidad de (-) halofenato
administrado (tabla 3). También se detecté acido (+) halofénico en el plasma, pero la concentracién fue mucho mas
baja que la de acido (-) halofénico. Se especula con que el acido (+) halofénico se formé in vivo, dado que la
semivida terminal (T+1,2) de ambos &cidos fue similar.

Estos resultados sugieren que es mas deseable el uso de (-) halofenato, ya que el ABC del &acido (-) halofénico fue
significativamente mayor que el ABC para el &cido (+) halofénico.

Tabla 3: Andlisis farmacocinético de (-) halofenato (- enantiémero) y (+) halofenato (+ enantiémero).

Farmaco administrado (-) halofenato (n = 3) (%) halofenato (n = 1)
Enantiomero - + - +
Dosis administrada* 50 mg/kg 0 (metabolito) 25 mg/kg 25 mg/kg

Crmax (1g/ml) 114,6+29,7 2,440,5 65,2 30,5
Tmax (horas) 8-12 6-12 12 6
ABC (ug-h/ml) 7159+1103 164,3179,3 4708 758
T1/2 (horas) 46,447 41,7+11,8 46,8 14,3

La dosis de cada enantiomero en (+) halofenato es el 50 % de la dosis total de la mezcla racémica.

Tabla 4: Concentraciones plasmaticas de acido (-) halofénico y acido (+) halofénico tras una Unica dosis de (-)
halofenato.

Compuesto analizado (ug/ml)
Tiempo (hora) acido (-) halofénico acido (+) halofénico
Rata 8 Rata 9 Rata 11 Rata 8 Rata 9 Rata 11
0 DLC DLC DLC DLC DLC DLC
1 81,2 23,7 61,0 1,12 DLC DLC
2 100,1 30,4 87,8 1,27 DLC 1,09
4 122,3 36,9 94,5 1,67 DLC 1,95
6 128,3 56,5 116,3 2,96 DLC 1,73
8 128,2 79,0 127,8 2,58 DLC 2,06
12 135,3 80,6 104,8 2,85 2,23 2,08
24 82,5 73,1 66,5 2,22 1,29 1,86
48 56,2 445 471 1,64 1,03 1,14
72 39,7 37,4 30,8 1,25 DLC DLC
96 31,1 N/D 24,6 DLC N/D DLC
120 20,3 N/D N/D DLC N/D N/D

*DLC = por debajo del limite cuantificable < 1,00 ug/ml
N/D = muestra no disponible

Ejemplo 15

Este ejemplo se refiere a la prevencion del desarrollo de la diabetes y al alivio de la hipertrigliceridemia por (-)
halofenato.
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A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratones C57BL/6J db/db macho de 4 semanas de edad de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
EE.UU.). Los animales se alojaron (5 ratones/jaula) bajo condiciones de laboratorio estdndar a 22 + 3°C de
temperatura y 50 = 20 % de humedad relativa y se mantuvieron con una alimentacion de pienso para roedores de
Purina (n.® 8640) y agua a voluntad. Antes del tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola de cada animal
para evaluar las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina y triglicéridos. Los ratones se distribuyeron de
modo que las concentraciones medias de glucosa y los pesos corporales eran equivalente en cada grupo al inicio del
estudio. Al grupo de control (20 ratones) se le dio pienso en polvo mezclado con sacarosa al 5% y al grupo de
tratamiento (20 ratones) se le dio pienso en polvo mezclado con sacarosa al 5 % y (-) halofenato. La cantidad de (-)
halofenato en el pienso se ajusté de forma continua de acuerdo con el peso corporal y la ingesta de comida del
animal para cumplir con la dosificacién objetivo de 150 mg/kg/dia. Se tomaron muestras de sangre a las 8-10 AM
una vez a la semana durante 9 semanas en condiciones de no ayuno. La ingesta de comida y el peso corporal se
midieron cada 1-3 dias. Las concentraciones plasmaticas de glucosa y ftriglicéridos se determinaron de forma
colorimétrica usando kits de Sigma Chemical Co (n.? 315 y n.2 339, San Luis, MO, EE.UU.). Las concentraciones
plasmaticas de insulina se midieron usando un kit de ensayo de RIA de Linco Research (San Carlos, MO). Se evalu6
la diferencia significativa entre grupos (comparando grupos tratados con farmaco y tratados con vehiculo) usando la
prueba de la t de Student independiente.

B. Resultados

Los ratones C57BL/6J db/db a las 4 semanas de edad estan en un estado prediabético. Sus concentraciones
plasmaticas de glucosa son normales, pero las concentraciones plasmaticas de insulina son significativamente
elevadas. Como se ilustra en la figura 13, las concentraciones plasmaticas de glucosa en ambos grupos eran
normales al inicio del experimento. Siguiendo el curso natural del desarrollo de la diabetes, las concentraciones
plasmaticas de glucosa en el grupo de control aumentaron progresivamente a medida que envejecieron los
animales, mientras que el aumento de las concentraciones plasmaticas de glucosa en el grupo tratado con (-)
halofenato se evit6 o se retraso significativamente. Como se representa en la figura 15, aproximadamente el 30 % de
los ratones no desarrollan diabetes en el grupo tratado con (-) halofenato cuando la diabetes se define como
concentraciones plasmaticas de glucosa >250 mg/dl. Por otro lado, ninguno de los ratones del grupo de control
estaba libre de diabetes a las edad de 10 semanas. De manera coherente con lo descubierto sobre la glucosa
plasmatica, la insulina plasmatica en el grupo de control disminuyé progresivamente, lo que indica el deterioro de la
capacidad del pancreas para segregar insulina. El tratamiento de (-) halofenato mantuvo la concentracién plasmatica
de insulina, lo que indica que se evita el deterioro de la funcién pancreatica (figura 14).

La figura 16 muestra la progresion de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos frente a la edad en ratones
C57BL/6J db/db. La administracién de (-) halofenato alivié el aumento de la concentracién plasmatica de triglicéridos
a lo largo del curso del experimento.

Ejemplo 16

Este ejemplo describe la preparacion de (-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de 2-acetamidoetilo ((-)
halofenato).

CHs
HN:
o] 1) Cloruro de tionilo Q O,—/ 0
OH 2 Bromo
Cl - - Cl
3. N-acetiletanolamina Br

Se combiné acido 4-clorofenilacético con 1,2-dicloroetano y la solucion resultante se calentd hasta 45 °C. Se afadio
cloruro de tionilo a la mezcla de reaccién, que se calenté a 60 °C durante 18 horas. Se dej6 enfriar la reaccion hasta
temperatura ambiente y después se le afiadié lentamente a una solucién de N-acetiletanolamina en diclorometano.
Tras agitar durante 30 min, la reaccién se desactivé con carbonato potasico y tiosulfato de sodio acuosos. Se lavé la
fase organica con agua, se sec6 sobre sulfato de magnesio y se filtré. La eliminacion del disolvente por evaporacion
rotatoria proporciond 2-bromo-2-(4-clorofenil)acetato de N-acetilaminoetilo como un aceite.

CH,

CHy

HN HN—(
— —<o Q O,—/ o
lo} 1. KOH/IPA
o . RO e Se
Br 2. Resolucion 0-@

Se afnadi6 3-hidroxibenzotrifluoruro a una solucién de hidroxido de potasio en isopropanol. Se anadié 2-bromo-2-(4-
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clorofenil)acetato de N-acetilaminoetilo en isopropanol a la solucién de isopropanol/fenéxido y se agité a temperatura
ambiente durante 4 horas. Se eliminé el isopropanol por destilacién a vacio y la nieve humeda resultante se disolvié
en acetato de etilo y se lavd dos veces con agua y una vez con salmuera. Después de secar sobre sulfato de
magnesio Yy filtrar, se elimind el disolvente para dar el producto en bruto como un aceite. El producto en bruto se
disolvio en tolueno/hexanos (1:1 v/v) caliente y se enfrié hasta entre 0 y 10 °C para cristalizar el producto. La torta de
filtrado se lavé con hexanos/tolueno (1:1 v/v) y después se secé a vacio a 50 °C. El sélido aislado se disolvié en
isopropanol en hexanos 1:6 (v/v) caliente. Después de enfriar, se formé el 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato
de 2-acetamidoetilo racémico puro como un sélido cristalino. El sélido se recogi6 por filtracion, la torta de filtrado se
lavé con isopropanol en hexanos 1:6 (v/v) y se sec6 a vacio a 50 °C.

El compuesto racémico se disolvié en una solucién del 20 % de isopropanol (IPA) y el 80 % de hexano al 2,5 %
(p/p). La solucion resultante se pasoé por una fase estacionaria quiral (CSP) R,R de Whelk-O de forma continua hasta
que pudo retirarse extracto con un ee de >98 %. Se evapor6 el disolvente del extracto bajo presiéon reducida para
proporcionar (-) 4-clorofenil-(3-trifluorometilfenoxi)-acetato de 2-acetamidoetilo. (El lecho mévil simulado lo realizé
Universal Pharm Technologies LLC de 70 Flagship Drive, North Andover, MA 01845.)

Ejemplo 17

Este ejemplo se refiere a la disminucién de las concentraciones plasmaticas de acido urico por medio de la
administracion de (-) halofenato.

A. Materiales y métodos

Se adquirieron ratas SD macho con pesos de 275-300 g de Charles River. Los animales se alojaron (3-5 ratas/jaula)
bajo condiciones de laboratorio estandar a 22 + 3 °C de temperatura y 50 £+ 20 % de humedad relativa y se
mantuvieron con una alimentacién en polvo de pienso para roedores de Purina (n.2 8640) y agua a voluntad. Para
establecer un estado hiperuricémico, se dio a los animales una alimentacién que contenia un 2,5 % (p/p) de acido
oxonico (Sigma Chemical Co, San Luis, MO, EE.UU.) a lo largo del experimento. El acido oxénico eleva el acido
urico plasmatico mediante la inhibicién de la uricasa. Se analizaron las concentraciones plasmaticas de acido Urico
de las ratas 3 dias después de comenzar con la alimentacion y se excluyeron aquellas que presentaban
concentraciones plasmaticas de &cido Urico extremas. Las ratas se asignaron a uno de tres grupos y las
concentraciones medias de acido Urico eran equivalentes en cada grupo. A las ratas se les dosificé por via oral
mediante sonda una vez al dia durante 3 dias, bien vehiculo, (-) halofenato o (+) halofenato a 50 mg/kg. El 4° dia, las
ratas correspondientes recibieron (-) halofenato o (+) halofenato a 100 mg/kg y todas las ratas recibieron una
inyeccion i.p. de acido oxdnico (250 mg/kg) 4 horas después de la administracion por sonda oral. El (-) halofenato y
el (+) halofenato se administraron en una formulacién liquida que contenia dimetilsulféxido (DMSO) al 5 % (v/v),
tween 80 al 1 % (v/v) y metilcelulosa al 0,9 % (p/v). El acido ox6nico se administré en una formulaciéon liquida que
contenia metilcelulosa al 0,9 % (p/v). Los volimenes de la sonda y la inyeccién fueron de 5 ml/kg. Se tomaron
muestras de sangre 6 horas después de la administracién oral por sonda en el dia 4. Se determinaron las
concentraciones plasmaticas de acido Urico de forma colorimétrica usando el reactivo de &cido urico Infinity (Sigma
Chemical Co, San Luis, MO, EE.UU.). Se evalu6 la diferencia significativa entre grupos (comparando grupos tratados
con farmaco y tratados con vehiculo) usando la prueba de la t de Student independiente.

B. Resultados

Como se muestra en la figura 17, la administracion oral de (-) halofenato redujo significativamente las
concentraciones plasmaticas de acido Urico. El (+) halofenato también redujo las concentraciones plasmaticas de
acido urico, pero no fue estadisticamente significativo.

Ejemplo 18

Este ejemplo se refiere a la inhibicion de isoformas del citocromo P450 por los compuestos de la presente
divulgacion.

A. Materiales y métodos

Se usaron los siguientes sustratos de sonda para estudiar el potencial inhibidor del articulo de prueba sobre las
isoformas 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4 del citocromo P450: fenacetina (CYP1A2) 100 uM, cumarina
(CY)2A6) 1 uM, tolbutamida (CYP2C9) 150 uM, S-mefenitoina (CYP2C19) 50 uM, dextrometorfano (CYP2D6) 16
uM, clorzoxazona (CYP2E1) 50 uM y testosterona (CYP3A4) 80 uM. Se determiné la actividad de cada isoforma en
microsomas hepaticos humanos en presencia y ausencia del articulo de prueba.

A menos que se indique lo contrario, todas las incubaciones se realizaron a 37 °C. El tamafo de la muestra fue de N

= 3 para todas las condiciones de prueba y control positivo y de N = 6 para todas las condiciones de control de
vehiculo. El acido (-) halofénico (PM = 330) se preparé a temperatura ambiente como disoluciones madre 1000X en
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metanol, después se diluyé con tampdn Tris para lograr concentraciones finales de 0,33, 1,0, 3,3, 10 y 33,3 uM,
conteniendo cada una metanol al 0,1 %. Se incluyd para todos los grupos de experimentacion un control de vehiculo
(CV) de microsomas y sustrato en tampén Tris que contenia metanol al 0,1 % sin el articulo de prueba. Se
prepararon mezclas de control positivo (CP) usando los siguientes inhibidores de CYP450 conocidos: furafillina
(CYP1A2) 5 uM, tranilcipromina (CYP2A6) 250 uM, sulfafenazol (CYP2C9) 50 uM, omeprazol (CYP2C19) 10 uM,
quinidina (CYP2D6) 1 uM, 4-metilpirazol (CYP2E1) 100 uM y cetoconazol (CYP3A4) 5 uM. Se incluy6 un control de
interferencia cromatografico (CIC) para estudiar la posibilidad de interferencia cromatogréafica por el articulo de
prueba y sus metabolitos. Se incubd el articulo de prueba (a 33,3 pug/ml) con proteina microsémica IX, NRS IX'y 10
ul de un compuesto organico apropiado durante un periodo de tiempo apropiado como se describe a continuacion.

Es este estudio se usaron lotes congelados de microsomas hepaticos de machos y hembras adultos combinados
preparados por centrifugacion diferencial de homogeneizados de higado (véase, por ejemplo, Guengerich, F.P.
(1989). Analysis and characterization of enzymes. En Principles and Methods of Toxicology (A.W. Hayes, Ed.), 777-
813. Raven Press, Nueva York). Se prepararon mezclas de incubacién en tampon Tris para contener proteina
microsodmica (1 mg/ml), cada concentracion de los sustratos de sonda (como soluciones madre 100X) y el articulo de
prueba (a cada concentracién) o el CP segln sea apropiado para cada isoforma. Después de una preincubacion de
5 minutos a 37 °C, se afadié un sistema de regeneracion de NADPH (NRS) para iniciar las reacciones y se
incubaron las muestras a 37 °C durante los siguientes periodos de tiempo: 30 minutos para la fenacetina (CYP1A6),
20 minutos para la cumarina (CYP2A6), 40 minutos para la toloutamida (CYP2C9), 30 minutos para la S-mefenitoina
(CYP2C19), 15 minutos para el dextrometorfano (CYP2D6), 20 minutos para la clorzoxazona (CYP2E1) y 10 minutos
para la testosterona (CYP3A4). Las reacciones de incubacion se finalizaron en el momento adecuado con la adicién
de un volumen equivalente de metanol, excepto para las incubaciones con S-mefenitoina, que se finalizaron con la
adicion de 100 ul de acido perclérico. Se evaluaron todos los sustratos cerca de sus concentraciones de Kn
correspondientes, como se indica anteriormente.

Después de cada incubacién, se determinaron las actividades de las isoformas de P450 midiendo las velocidades
del metabolismo de los sustratos de sonda correspondientes. Los metabolitos monitorizados para cada sustrato de
sonda fueron los siguientes: acetaminofeno para CYP1A2; 7-hidroxicumarina para CYP2A6; 4-hidroxitolbutamida
para CYP2C9; 4-hidroximefenitoina para CYP2C19; dextrorfano para CYP2D6; 6-hidroxiclorzoxazona para CYP2E1;
y 6B-hidroxitestosterona para CYP3A4. Las actividades se analizaron usando HPLC (In Vitro Technologies, Inc.,
Baltimore, MD).

La inhibicién se calculé usando la ecuacién siguiente:
Porcentaje de inhibicién = [(control de vehiculo - tratamiento)/control de vehiculo] x 100

Los datos de porcentaje de inhibicién para el articulo de prueba se presentaron en formato tabular. Se calcularon las
estadisticas descriptivas (media y desviacion estandar) de cada concentracion del articulo de prueba y después se
presentaron para mostrar la potencia inhibidora. También se calcularon los valores de Clsp para el articulo de prueba
usando una ecuacion de ajuste de la curva de 4 parametros en Softmax 2.6.1.

Las medidas de tiempo, temperatura y concentracién de este ejemplo son aproximadas.
B. Resultados

En las tablas 5-8 se presentan los resultados de cada una de las 7 isoformas del citocromo P450, expresados como
actividad metabdlica y porcentaje de inhibicién. El acido (-) halofénico inhibi6 la produccién de 4-hidroxitolbutamida
(CYP2C9, CI50 = 11 uM) y también inhibié la produccién de 4-hidroximefenitoina (CYP2C19) a las concentraciones
de dosis de 10 y 33 uM. No se observé la inhibicion de otras isoformas del CYP450. Cabe destacar que la CI50 para
CYP2C9 en este experimento fue aproximadamente tres veces la comunicada en el ejemplo 7 (11 uM con
comparacién con 3,6 uM). Con toda probabilidad, este resultado se debe, al menos en parte, al uso de un acido (-)
halofénico de pureza inferior (ee inferior) en el ejemplo 7.

Tabla 5: Actividades microsémicas hepaticas de fenacetina (CYP1A2) y cumarina (CYP2A6) en microsomas
humanos masculinos y femeninos incubados con &cido (-) halofénico a dosis de 0,33, 1,0, 3,3, 10 y 33,3 uM.

Control Fenacetina Cumarina

Articulo de orueba | oS ¥ | produccion de AC % de Produccion de 7-HC % de
P (pmol/mg proteina/min) |inhibicién | (pmol/mg proteina/min) |inhibicion

CIC 33,3 0,00+0,00 NA 0,00+0,00 NA
Ccv 0,1% 11842 0 32,0+1,4 0
FUR 5 54,5+1,3 54 NA NA
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TRAN 250 NA NA 0,00+0,00 100
0,33 11642 1 33,30,7 -4
1,0 11842 0 32,6+0,7 2
acido (-) halofénico 33 11942 -1 32,140,7 0
10 1192 -1 33,120,7 -3
33,3 11942 -1 32,340,7 -1
Clso NA NA

Los valores son la media £ la desviacién estandar de N = 3 muestras (CV: N = 6). Abreviaturas: Conc,
concentracién; AC, acetaminofeno; 7-HC, 7-hidroxicumarina; CIC, control de interferencia cromatografica; CV,
control de vehiculo (metanol al 0,1 %); NA, no aplicable; FUR, furafilina; TRAN, tranilcipromina.

Tabla 6: Actividades microsémicas hepaticas de tolbutamida (CYP2C9) y S-mefenitoina (CYP2C19) en microsomas
humanos masculinos y femeninos incubados con &cido (-) halofénico a dosis de 0,33, 1,0, 3,3, 10 y 33,3 uM.

Control Tolbutamida S-Mefenitoina

Articulo de prucha | ComC MW | Produccion de 4-OHTB |  %de | Produccion de 4-OH ME |  %de
u pru (pmol/mg proteina/min) | inhibicion | (pmol/mg proteina/min) | inhibicion

clc 33,3 0,00£0,00 NA 0,00£0,00 NA
cV 0,1% 43,0£1,4 0 3,17+0,29 0
OMP 10 NA NA 1,58+0,05 50
SFZ 50 DLC ~100 NA NA
0,33 41,020,9 5 3,03+0,03 4
1,0 38,640,5 10 3,0140,07 5
scido () halofénico 3,3 34,240,2 21 2,69+0,12 15
10 22,7+0,6 47 2,43+0,09 23
33,3 12,740,2 71 1,8040,07 43
Clso ~11,335 uM >33,3 uM

Los valores son la media + la desviacién estandar de N = 3 muestras (CV: N = 6). Abreviaturas: Conc,
concentracién; 4-OH TB, 4-hidroxitoloutamida; 4-OH ME, 4-hidroximefenitoina; CIC, control de interferencia
cromatografica; CV, control de vehiculo (metanol al 0,1 %); NA, no aplicable; OMP, omeprazol; SFZ, sulfafenazol;
DLC, por debajo del limite cuantificable.

Tabla 7: Actividades microsémicas hepdticas de dextrometorfano (CYP2D6) y clorzoxazona (CYP2E1) en
microsomas humanos masculinos y femeninos incubados con acido (-) halofénico a dosis de 0,33, 1,0, 3,3, 10 y 33,3
uM.

Control Dextrometorfano Clorzoxazona
Articulo de orueba Conc. M) produccion de DEX ~ %de | Produccion de 6-0HCZX  %de
(pmol/mg proteina/min) inhibicién | (pmol/mg proteina/min) inhibicion
CIC 33,3 0,00 £ 0,00 NA 0,00+0,00 NA
Ccv 0,1% 11146 0 24615 0
FUR 100 NA NA DLC ~100
TRAN 1 DLC ~100 NA NA
acido (-) halofénico 0,33 1074 3 238t4 3
1,0 1102 1 244+1 1
3,3 104+£3 6 23914 3
10 10741 4 24416 1
33,3 10614 5 239t4 3
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Clso NA NA

Los valores son la media + la desviacién estandar de N = 3 muestras (CV: N = 6). Abreviaturas: Conc,
concentracién; DEX, dextrorfano; 6-OH CZX, 6-hidroxiclorzoxazona; CIC, control de interferencia cromatogréfica;
CV, control de vehiculo (metanol al 0,1 %); NA, no aplicable; 4-MP, metilpirazol; QUIN, quinidina; DLC, por debajo
del limite cuantificable.

Tabla 8: Actividades microsémicas hepaticas de testosterona (CYP3A4) en microsomas humanos masculinos y
femeninos incubados con &cido (-) halofénico a dosis de 0,33, 1,0, 3,3, 0,10 y 33,3 uM.

Control Testosterona
Mcutodeprusba | | proddindesgort | e
cic 33,3 0,00+0,00 NA
cv 0,1% 1843+9 0
cTZ 5 32,4+0,2 98,2
0,33 1816412 15
1,0 1851+14 0
acido (-) halofénico 33 1810+13 18
10 1819+4 13
33,3 181646 15
Clso NA

Los valores son la media + la desviacion estandar N = 3 muestras (CV: N = 6). Abreviaturas: Conc, concentracion;
6B-OHT, 6pB-hidroxitestosterona, CIC, control de interferencia cromatografica; CV, control de vehiculo (metanol al
0,1 %); NA, no aplicable; CTZ, cetoconazol; DLC, por debajo del limite cuantificable.

Ejemplo 19

Este ejemplo ilustra la preparacién de diversos ésteres profarmaco del enantiomero (-) de CPTA. Se proporcionan
métodos de acoplamiento representativos (métodos 1-5).

Método 1- Preparacion de la sal de cesio de (-)-CPTA mediante la adicion subestequiométrica de base y reaccion
con bromuro de bencilo. Preparacion de (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacetato de bencilo.

A 100,2 mg (0,303 mmol) de (-)-CPTA se le anadieron 0,82 ml de MeOH y 0,2 ml de H2O. La solucién se enfri6 (0-
5 °C) y se anadieron 0,148 mmol de Cs2COs3 (0,296 mmol de base disponible) provenientes de una solucion madre al
20 % (p/p) enfriada. El pH resultante fue de entre 5,5 y 6. Se retird la refrigeracion y se agité la mezcla durante 15
min. Se extrajo el MeOH/H>O y se afadieron 2 ml de benceno seco y se extrajo completamente a 45 °C. Se
afadieron otros 2 ml de benceno y se evapord de nuevo a 45 °C. Se afnadieron benceno anhidro (0,5 ml) y DMF
anhidro (0,5 ml) a la sal de cesio de (-)-CPTA, se enfrié la solucién hasta 0 °C y se afiadi6 gota a gota bromuro de
bencilo (disuelto en 200 ul de benceno/DMF 50/50 anhidro y enfriado). Después de 5-10 min se retir6 la refrigeracion
con hielo y se dej6 atemperar el matraz hasta temperatura ambiente. Después de 6 h, se completd la reaccién
(CL/EM). Se anadio6 cloroformo metilico (8 ml) y se lavé dos veces con NaHCOs3 0,2 N enfriado en hielo. Después, se
lavé la fase organica con HCI 0,1 N frio, se secéd (NaxSQO4) y se extrajo para proporcionar (-) 4-cloro-alfa-(3-
trifluorometil-fenoxi)bencenoacetato de bencilo como un aceite viscoso transparente (108 mg, 85 % de rendimiento).
Andlisis quiral (columna de proteina albumina de fase inversa Ultron ES-OVM): ee del 98 %. Pureza CL/EM: 100%.

Método 2: Acoplamiento mediado por HATU. Preparacion de (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)lbencenoacetato
de 2-etoxicarbonil-aminoetilo.

A una solucidn enfriada (0-5 °C) de acido (-)-4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacético (0,100 g, 0,302 mmol)
y N-(2-hidroxietil)carbamato de etilo (44 mg, 0,333 mmol) en cloruro de metileno se le afadié piridina (36 mg, 0,454
mmol) proveniente de una solucién madre al 25 % en cloruro de metileno. Se afadié HATU (115 mg, 0,302 mmol) en
una parte y, después de 20 minutos, se dejo que la suspensién atemperara hasta temperatura ambiente. La reaccion
se monitorizé por CL/EM y se completé después de 3,5 h. La mezcla de producto se repartié entre cloruro de
metileno (5 ml) y NaHCO3 0,2 M (5 ml). La fase acuosa se extrajo un total de tres veces con cloruro de metileno. Los
extractos organicos se combinaron, se lavaron con HCI 2 M (3x5ml), se secaron (NaxSO4) y se evaporaron para
proporcionar (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacetato de 2-etoxicarbonilaminoetilo como un aceite
viscoso transparente (104 mg, 77 % de rendimiento). Andlisis quiral (columna de proteina albumina de fase inversa
Ultron ES-OVM): ee del 97 %, pureza CL/EM: 97%.
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Meétodo 3: formacion de éster catalizada por acido p-toluenosulfonico. Preparacion de (-) 4-cloro-alfa-(3-
trifluorometilfenoxi)benzenoacetato de 2-metoxietilo.

A 100 mg (0,302 mmol) de (-)-CPTA se les afiadieron 150 mg (1,97 mmol) de metoxietanol, 4 ml de benceno y 16,1
mg de acido p-toluenosulfénico. La solucidén se sometié a reflujo durante 3 h usando una trampa de Dean-Stark para
la eliminacion del azed6tropo de benceno y agua. La reaccién se enfrid, se evapord bajo presion reducida y se
repartié entre cloruro de metileno (5 ml) y Na.CO3 0,2 M (5 ml). La fase acuosa se extrajo un total de tres veces con
cloruro de metileno. Los extractos organicos combinados se secaron (NaxSO4) y se evaporaron para proporcionar (-)
4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacetato de 2-metoxietilo como un aceite viscoso transparente (96 mg,
82 % de rendimiento). Analisis quiral (columna de proteina albumina de fase inversa Ultron ES-OVM): ee del 98 %,
pureza CL/EM: 95%.

Método 4: Conversion de (-)-CPTA en acido clorhidrico a través de cloruro de oxalilo/DMF y reaccién con alcoholes.
Preparacion de (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)benzenoacetato de propargilo.

Se afadié (-)-CPTA (100 mg, 0,302 mmol) a una suspension blanca preparada mediante la adicién gota a gota de
cloruro de oxalilo (43 mg, 0,336 mmol) a DMF (33 mg, 0,453 mmol) en 1 ml de acetonitrilo/cloruro de metileno 60/40.
La reaccion se agitdé durante 30 min a 0 °C para completar la formacion de cloruro de acido. Se anadi6é gota a gota
una solucién de alcohol propargilico (18,5 mg, 0,330 mmol) y piridina (52,4 mg, 0,663 mmol) en 200 pul de cloruro de
metileno seco a la solucion enfriada del cloruro de &cido. La temperatura se mantuvo a 0 °C durante la primera hora
y después se dej6 atemperar hasta temperatura ambiente. Después de 3 h se complet6 la reaccion (monitorizado
por CL/EM). La mezcla de reaccién se repartio entre cloroformo metilico y Na,CO3 0,2 M. La fase organica se lavo
tres veces con base acuosa. Después, la fase organica se lavo una vez con HCI 1 M, se sec6 (MgSQy) y se extrajo
para proporcionar (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacetato de propargilo como un aceite viscoso
transparente (96 mg, 86 % de rendimiento). Analisis quiral en una Ultron ES-OVM de Shinwa Chemical (columna de
proteina albumina de fase inversa): ee del 98 %, pureza CL/EM: 100%.

Método 5: Generacion in situ de la sal de plata (I) de (-)-CPTA mediante la adicion subestequiométrica de Ag-COs y
reaccion con ciclohexilcarbonato de 1-cloroetilo. Preparacion de -) 4-cloro-alfa-(3-
trifluorometilfenoxi)benzenoacetato de 1-(ciclohexiloxicarboniloxi) etilo.

A una solucién enfriada (0-5 °C) de acido (-)-4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacético (0,200 g, 0,605 mmol)
en 2 ml de acetonitrilo se le afadié ciclohexil carbonato de 1-cloroetilo (0,105 g, 0,544 mmol). Después, se anadié
Ag2CO;3 (0,067 g, 0,242 mmol) en una parte. Se retird el bafo de hielo y, después de 6 horas a temperatura
ambiente, la reaccion se completd. La mezcla de reaccion se repartié entre cloruro de metileno y NaHCO3 0,2 M. La
fase orgénica se lavé un total de tres veces con solucién de bicarbonato y después una vez con HCI 0,01 M, se secé
(Na2S0s) y se evapord para proporcionar 0,126 g (41 %) de (-) 4-cloro-alfa-(3-trifluorometilfenoxi)bencenoacetato de
1-(ciclohexiloxicarboniloxi)etilo. Analisis quiral (columna de proteina albumina de fase inversa Ultron ES-OVM): ee
del 98 %, pureza CL/EM: 100%.

La tabla 9 proporciona estructuras de compuestos profarmaco adicionales, junto con datos de caracterizacién y
referencia a los métodos empleados para la preparacion y la procedencia de los materiales de partida.

Tabla 9 Compuestos ilustrativos, procedencia de los reactivos y métodos de acoplamiento. Sélo los compuestos 19.1
y 19.3 se ajustan a la férmula (1) de acuerdo con la reivindicacion 1.

Reactivo Método de
, oy o acoplamiento
Compuesto y numero referencia de Elucidacion estructural (véase mas
procedencia: adelante)
CF,
[0]?*D- 55,03 (¢ 5,23, CHCls)
Br RMN "H (400MHz, CHCl):
't AN 57,0-7,5 (8H, m), 5,8 (TH, m), 5,6 (TH, | 01
Oy Aldrich s), 5,2 (2H, dd), 4,6 (2H, m).
d CLEM, 369, 99 %.
(o] 98 % ee
19.1
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CF,
o [o?*D- 27,16 (¢ 6,99, CHCly)
s A~ OH RMN 'H (400MHz, CHCly):
0 \ / N 87,0-7,5 (11H, m), 5,9 (1H, m), 43 (2H, | pr0 10 5
O \ S/ Patente de EE.UU. CT%I\\;IB iézzHggnl/
H 0 , s .
o ) n.2 5.506.224 95 % o6
19.2
s CF;
[o]P*D- 44,46 (c 5,90, CHCl3)
RMN "H (400MHz, CHCly):
. /\OH 87,0-7,5 (18H, m), 5,6 (1H, ), 47 (2H, | 10000 4
o _ dd), 2,4 (1H, s).
Aldrich CLEM, 368, 99 %.
o 0 98 % ee
19.3
CF,
[0]**D- 35,40 (c 12,6, CHCly)
Ho RMN "H (400MHz, CHCly):
o o ~n $7,0-7,5 (13H, m), 6,0 (1H, m), 5,6 Método 2
O~y (1H, s), 4,3 (2H, m), 3,6 (2H, m).
P - CLEM, 477, 99 %.
0 Aldrich 97.4 % ee
Cl
19.4
— CF,
0 [0]?*D- 57,39 (c 10,3, CHCly)
0\)]\ RMN 'H (400MHz, CHCls):
o o N 87,1-7,5 (8H, m), 5,7 (1H, s), 4,9 (1H, 5
oM ()o d), 4,6 (1H, d), 3,6 (8H, m). Metodo 1
O _ CLEM, 457, 99 %.
a o 0 Maybridge 97,4 % ee
19.5
CF;
[o?*D- 35,38 (c 7,36, CHCl3)
RMN "H (400MHz, CHCly):
o 87,0-7,5 (13H, m), 5,6 (1H,s), 5,1 (H, | 1010
o dd).
Br CLEM, 421, 99 %.
o Y Aldrich 98 % ee
19.6
CF,
[0]**D- 56,34 (c 5,32, CHCly)
RMN 'H (400MHz, CHCly):
o " oH 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H,5), 42 (H, | 1151000 3
o Aldrich m), 1,1 (3H, 1).
CLEM, 358, 98 %.
o o 98 % ee
19.7
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CF3
[0]?*D- 54,13 (c 8,40, CHCls)
RMN "H (400MHz, CHCls):
o (\OH 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,4 (1H,
m), 4,2 (1H, m), 3,5 (2H, m), 3,3 (3H, Método 3
0. /O
\/\0/ ) S)'
Aldrich CLEM, 445, 97 %.
- o 97,7 % ee
19.8
CF,
o [0]?*D- 43,30 (c 6,61, CHCly)
HO Jj\ RMN "H (400MHz, CHCls):
o o NN o | 87,0475 (8H, m), 5,6 (1H, 5), 4,5 (1H,
. 1 B ) | m),42(@H,m), 40 @H, m) 33 (2H, | Método 2
\/\N 0/\ m), 1,1 (SH, m)
H Patente de EE.UU. CLEM. 445. 97 %
a ° n.® 5.506.224 96.8%ce
19.9
CF,
o [0]?*D- 42,33 (c 7,30, CHCly)
] RMN 'H (400MHz, CHCly):
N ﬁ HO\/\N/,Sl\ 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,3 (2H, ]
o s HO m), 4,1 (1H, m), 3,3 (2H, m), 2,8 (3H, Meétodo 2
SN | Patente de EE.UU. CLEM. o 47
0 o n.2 5.506.224 hes e
a 96,5 % ee
19.10
CF,
(o) [0]**D- 57,87 (c 2,57, CHCly)
Cl\)]\ RMN "H (400MHz, CHCls):
o e )
o N 87,0-7,5 (8H,m), 5,6 (1H,s), 49 (1H, | .0
o | d), 4,6 (1H, d), 2,9 (3H, s), 2,8 (3H, s).
N~ _ CLEM, 415, 98 %.
) I Aldrich 97,1 % ee
Cl
19.11
CF,
0 []?*D- 62,27 (¢ 5,35, CHCly)
Br\)]\ RMN "H (400MHz, CHCl):
o) (0] -
\)j\ (1) 87,0-7,5 (8H,m), 5,6 (1H, ), 42 (2H, |  prstodo 1
o A~ w m), 1,1 (3H, 1).
Y CLEM, 416, 99 %
o Aldrich 98 % ee
Cl
19.12
T CF;
0 [o?*D- 49,85 (c 11,3, CHCl3)
RMN "H (400MHz, CHCl):
o ° Cl ~ §7,0-7,5 (8H, m), 5,7 (1H, s), 4,6 (2H,
0\)]\ \j d), 4,4 (2H, d), 4,0 (4H, m), 2,3 (2H, Método 1
: m).
“\j Patente de EE.UU. CLEM, 427, 96 %.
- Y n.2 3.998.808 96,1 % ee
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(1997) 3594

98,3 % ee

CF,3
[a]?*D- 51,17 (c 6,76, CHCl3)
OH RMN 'H (400MHz, CHCls):
o 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 5,3 (1H, Método 3
o~ OH s), 4,3 (2H, m), 3,7 (2H, m).
OH Aldrich CLEM, 374, 98 %.
0 95,9 % ee
Cl
19.14
o CF,
HO [0]?*D- 40,97 (c 8,18, CHCls)
O RMN "H (400MHz, CHCy):
o 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 5,3 (1H,
o o 1}“' m), 4,1 (2H, m), 3,4 (2H, m), 2,1 (1H, Método 2
\I\ m), 1,0 (3H, d).
a o N Patente de EE.UU. CLEM, 443, 99 %.
L n.2 5.506.224 97,1 % ee
19.15
- cF, [a]?*D- 111,2 (c 10,8, CHClg)
o0 ONNH RMN "H (400MHz, CHCl):
87,0-7,5 (8H, m), 6,7 (1H, m), 5,6 (1H,
o o O C'\/U\N s), 5,3 (1H, m), 4,9 (1H, d), 4,4 (1H,
NP m), 44 (1H,d), 3.4 (1H, m), 33 (1H, | Meétodo 1
N . m), 2,4 (1H, m), 2,2 (1H, m), 2,0 (1H,
o Synthesis m), 1,8 (1H, m).
- (1991) 571 CLEM, 484, 99 %.
19.16 96 % ee
e CF,4
HO o [0]?*D- 36,72 (c 8,90, CHCl)
o \L RMN 'H (400MHz, CHCl3):
N 86,8-7,5 (8H, m), 6,5 (1H, m), 5,6 (1H,
° 2 H s), 4,3 (2H, m), 3,8 (2H, s), 3,5 (2H, m), | Meétodo 2
3 0 34@H.9).
a N Patente de EE.UU. CLEM, 445, 99 %.
N n.2 5.506.224. 98 % ee
19.17
. CF3
[a]?*D- 21,23 (¢ 13,2, CHCls)
- I RMN "H (400MHz, CHCls):
o 88,6 (1H, 0), 7,8 (1H, 8), 7,0-7,6 (10H, .
o [~ ) HO x-N m), 5.6 (1H, s), 5,2 (2H, 5). Método 2
N\ _1 . CLEM, 421, 99 %.
o Aldrich 97 % ee
Cl
19.18
CF,
o. [ [o]?D- 108,3 (c 9,36, CHCl)
(8] 1
o J 0 RMN 'H (400MHz, CHCly):
o ° C,\)l\ 87,0-7,5 (8H, m), 5,8 (1H, s), 5,0 (2H,
o\)]\ N d), 4,5 (1H, m), 4,5 (2H,d), 3,7 (3H,s), | Método 1
N 3,4-3,7 (2H, m), 1,8-2,3 (4H, m).
“ . J. Med, Chem CLEM, 499, 99 %.
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CF,

[o?*D- 32,05 (c 6,00, CHCl3)
RMN "H (400MHz, CHCls):

HO
A
o N X} | 89,4 (1H,sa), 8,7 (1H,sa), 8,4 (1H, s
o o L a), 7,7 (1H, s a), 7,0-7,5 (8H, m), 5,8 | Meétodo 2
\L " (1H, s), 4,4 (2H, m), 3,7 (2H, m).
a o N ~ Patente de EE.UU. CLEM, 479, 99 %.
no n.2 5.506.224 97.6 % ee
N
19.20
CF,
HO o []?*D- 28,19 (c 14,3, CHCly)
s \L 1 RMN "H (400MHz, GHCly):
o o N §7,0-7,5 (13H, m), 5,6 (1H, s), 5,1 (2H,
I J s), 4,6 (1H, m), 4,2 (2H, m), 3,4 (2H, Método 2
c © N m).
H
_ CLEM, 507, 99 %.
Aldrich 98 % ee
19.21
CF;
N [0]**D- 39,80 (c 5,90, CHCls)
4o L RMN "H (400MHz, CHCls):
. o SN ONE | 87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, 8), 4,2 (2H,
o m), 4,0 (1H, m), 3,4 (2H, m), 3,0 (2H, Método 2
NN ONE Chem. Soc. Rev. m), 1,0 (3H, t);
o H k (1975) 231 CLEM, 444, 99 %.
Cl 98 % ee
19.22
CF;
[a]?*D- 44,75 (c 7,60, CHCls)
0 RMN 'H (400MHz, CHCls):
o ) )I\ §7,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,1-4,4 .
0\/\())‘\ a (4H, m), 1,9 (3H, s). Metodo 4
Aldrich CLEM, 416, 99 %.
0 98,36 % ee
Cl
19.23
CF,
o)
o o’/< [0]**D- 35,63 (c 5,30, CHCly)
N RMN "H (400MHz, CHCls):
LY 0’< Br S 57,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,9 (2H, Método 1
o o dd), 2,1 (3H, s).
CLEM, 442, 99 %.
o Patente de EE.UU. 98,3 % ee
= n.25.466.811
19.24
B CF,4
[o?*D- 38,42 (c 8,78, CHCl3)
o RMN "H (400MHz, CHCly):
66,9-7,7 (13H, m), 5,8 (1H, s). Meétodo 2
o _OH CLEM, 406, 99 %.
Aldrich 99 % ee
(4]
(o]
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CF,

[o]?*D- 28,50 (c 8,40, CHCl3)
RMN "H (400MHz, CHCl):

HO

o

i \L * 88’8 (2H! d)! 7:5 (2H! d)1 710-714 (8H1

°N o N m), 6,3 (1H, 5), 5,6 (1H, s), 4,4 (2H,s | Meétodo 2
o \L ZN a), 3,8 (2H, s a).

c i Aldrich CLEM, 478, 99 %.

! N 97 % ee

19.26
CF,
o o o [o]**D- 31,48 (c 5,00, CHCls)
\r g RMN 'H (400MHz, CHCly):
o o 87,0-7,5 (8H, m), 6,8 (1H, m), 56 (1H, | 110 5
~NY° Syn. s), 4,5 (1H, m), 1,2-2,0 (13H, m).
) \|/ & O (1986) 627 CLEM, 500, 99 %.
Q 99 % ee
19.27
CF,
R [0]**D- 29,52 (c 2,04, CHCly)
0 RMN 'H (400MHz, CHCly):
o o /U\/N 57,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,2-4,5 .
mo\/\ok/m HO = (4H, m), 3,7 (2H, m). Metodo 2
si CLEM, 431, 99 %.
a © 1gma 96,4 % ee
19.28
. CF,
'HO B [0?*D- 20,83 (c 5,42, CHCl3)
o j\ RMN "H (400MHz, CHCl):
87,0-7,5 (8H, m), 5,6 (1H, s), 4,4 (1H, 5
0 N7 o7\ m), 3,2-4,0 (2H, m), 1,6-2,2 (4H, m). | Metodo2
! _ CLEM, 413, 98 %.
c NH Sigma 75 % ee
19.29

Ejemplo 20
Este ejemplo ilustra la metodologia y las condiciones para el analisis quiral de ésteres de (-)-CTPA profarmaco.

Dado que el centro quiral de los ésteres profarmaco es adyacente al carbonilo del acido, se analizaron los ésteres
para confirmar que el centro éptico no se habia racemizado durante el acoplamiento. Tanto el MBX102 como el
acido de MBX102 se han resuelto en una columna quiral de fase normal, pero la confirmacién de las retenciones
relativas de los ésteres enantioméricos en una columna de este tipo requeriria estandares de ambos enantiémeros
para todos los compuestos implicados. De forma alternativa, podrian hidrolizarse los ésteres a los acidos conocidos
y podria analizarse la proporcién de los acidos enantioméricos conocidos, pero en estas condiciones es probable
cierto grado de racemizacion. Las columnas quirales de fase inversa ofrecen la posibilidad de conectarse con un
sistema de CL-EM, de modo que los enantiomeros podrian identificarse positivamente sin estandares
independientes. En condiciones de monitorizacién selectiva de iones (SIM) de iones negativos, cabria esperar una
CL-EM de un orden de magnitud mas sensible que la detecciéon UV, asi como que fuera mucho mas especifica. La
aplicacion de CL-EM de columna quiral ha demostrado ser un método excelente para caracterizar la pureza éptica
de esta serie de compuestos. Se ha demostrado que el limite de cuantificacion esta por debajo del limite del 2,5 %
establecido para el isébmero éptico alternativo y el nivel de detecciéon extremadamente bajo da mas flexibilidad en la
separacion de la serie, asi como establece las retenciones relativas de los pares enantioméricos en la mayoria de
los casos sin necesidad de producir el material racemizado.

Los enantiomeros de los ésteres profarmaco sintetizados se separaron bien usando uno de los sistemas de
columnas y disolventes que se enumeran a continuacion. La mayoria de los enantiémeros se separaron usando la
columna ES-OVM de fase inversa con el espectrémetro de masas como detector. Dado que esto proporciona la
confirmacion afadida de la proporcion de especie molecular e isétopo, esta fue la técnica preferida. Para pares
enantioméricos que no se separaron en la columna de fase inversa, se usé un sistema de fase normal y se racemizé
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parte de la muestra para establecer el tiempo de retencion de los enantiomeros.
DESCRIPCION DE LAS CONDICIONES ANALITICAS:
Separacion en fase inversa:

Columna: Ultron ES-OVM 4,6 x 150 mm de Shinwa Chemicals con precolumna correspondiente (pieza n.°
712111630). Disponible de Mac Mod Analytical.

Disolventes: "A" Acetonitrilo, etanol o metanol. "B" Agua que contiene NH4 OCOCHS3 (acetato de amonio) 20 mili
molar ajustada a pH 4,6 con acido acético.

Flujo de disolvente: 1 mililitro por minuto. Isocratico como se indique.

Detector: UV para el desarrollo del método a 220 o 270 nm o como se especifique. CL-EM usando
electropulverizacion iénica negativa, monitorizando dos iones, M-H" y el is6topo 37 del cloro (M+1°)

Espectrometro de masas: CL-EM ZMD Benchtop de Waters / Micromass con fuente de electropulverizacion.
HPLC: Agilent 1050 o Shimadzu LC-10 segun se indique.

Programa informatico: 3396 Integrator de HP para el desarrollo del método y MassLynx V3.4 de Micromass para la
cuantificacion.

Desarrollo de los métodos

La mayoria de los ésteres profarmaco se separaron usando acetonitrilo en agua entre al 10 y al 40 % con un tampon
de acetato de amonio a pH 4,6. El acido libre era un contaminante en las muestras en bruto o racemizadas. Los
tiempos de retencion de los acidos dependieron del pH, pero la cromatografia de los ésteres, en general, no fue
sensible al pH. La retencién y la forma del pico se vieron afectadas por la concentracion y el disolvente de inyeccion
y las muestras se inyectaron usando una concentracién minima y la mezcla de disolvente de la columna para
obtener los mejores resultados. El enantiémero deseado se retuvo menos y con un tiempo de retenciéon de
aproximadamente 5 minutos, el segundo enantiémero eluy6 a desde 1 hasta 3 minutos después con separacion total
en la mayoria de los casos. En algunos casos, existié algo de asimetria de pico del enantiémero principal. Se ajusté
la cantidad de acetonitrilo para dar un tiempo de retencién de aproximadamente 5 minutos para el componente
principal 0 una mejor separacion de picos con una definicion de los picos maxima. Los picos retenidos méas de 10
minutos tendieron a ser demasiado anchos para cuantificar con precisién el segundo enantidmero a niveles
inferiores al 2 %.

Limite de deteccion:

Se mezclé la muestra 1061-18-05 (el éster bencilico, MW 420) con material racemizado para dar una concentracion
esperada del 2,47 % del enantiomero no deseado. Se analiz6 la muestra repetidamente por CL-EM (monitorizando
iones a 419 y 421), dando un promedio del 2,6 % de recuperacion del segundo enantiomero con una DER del
10,9 %. Véase la figura 18.

Separacion en fase normal:

Columna: Columna analitica: (S,S) WHELK-0 4,6 x 250 mm de Regis con precolumna Cyano de Peek Scientific
(pieza n.2 DC5-CN). Columna preparativa (S,S) WHELK-0 de Regis 20 x 250 mm con precolumna Cyano.

Disolventes: "A" 10 % de disolvente B en hexano. "B" Isopropanol (IPA), etanol o acetato de etilo tamponado con
acetato de amonio o trietilamina cuando se indique.

Flujo de disolvente: 1,2, 1,5 o 25 mililitros por minuto. Isocratico seguin se indique.

Detector: UV para el desarrollo del método a 270 nm o como se especifique.

HPLC: Agilent 1050, Gilson 321 o Shimadzu LC-10 segln se indique.

Programa informatico: Unipoint de Gilson, 3396 Integrator de HP o MassLynx V 3.4 de Micromass, segun se indique.
Desarrollo de los métodos

La mayoria de los ésteres profarmaco se separaron usando alcohol en hexano entra al 10 y al 40 % sin modificador.

El enantidmero deseado se retuvo menos. Con un tiempo de retenciéon de aproximadamente 5 minutos para el
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primer enantiémero, el segundo enantiémero eluyé a desde 1 hasta 3 minutos después con separacion total. Los
compuestos con un grupo amina basico necesitaron acetato de amonio (0,2 %) como modificador para definir la
forma del pico. Se probd con trietilamina, pero no fue eficaz como modificador. Normalmente, el IPA fue el primer
disolvente probado. Si las separaciones no eran totales, se usaron etanol o etilacetato. Se midié el exceso
enantiomérico para cada compuesto usando cromatografia de fase inversa, cuando fue posible, pero en varios casos
la separacion soélo fue posible usando fase normal. En estos casos, los datos se recogieron y se integraron usando el
programa informatico MassLynx de MicroMass para que fueran coherentes con los otros analisis (figura 19).

Ejemplo 21

Este ejemplo ilustra la hidrélisis plasmatica de diversos ésteres profarmaco del enantiémero (S) de CPTA en
condiciones fisiologicas. La hidrélisis se monitorizd y se analizd6 por HPLC. El producto hidrolitico se identificd
mediante comparacioén con (-)-CPTA y se calcularon las tasas de hidrolisis.

CF, CF,
0 — ——— 0
O
O\R “~H
O
cl o _ Cl
Esteres profarmaco (-) CPTA

Se obtuvo plasma humano (heparinizado, combinado) de Golden West Biologicals Inc., EE.UU.; la incubacién del
plasma se llevé a cabo en un agitador de bafo de agua (New Brunswick Scientific, Inc.); el analisis de las muestras
se llevo a cavo en un sistema de HPLC 1100 de Agilent.

Procedimiento hidrolitico general:

Preparar soluciones madre de profarmaco 31,25 o 62,5 mM en DMSO al 100 %. Anadir 4 ul de soluciones madre
31,25 0 62,5 mM a 1,0 ml de plasma en un tubo de microcentrifuga para obtener una concentraciéon de plasma de
125 o 250 pM, mezclar suavemente. Se transfieren alicuotas de 50 ul a viales de microcentrifuga de 15.
Inmediatamente, se retiran tres muestras a un congelador a aproximadamente -80 °C (punto temporal 0), las
muestras restantes se incuban en un agitador de bafio a 37 °C. Se retiran tres muestras a los 30 min, alas 2, alas 7
y a las 24 horas y se almacenan a -80 °C hasta su analisis. Las concentraciones relativas de los compuestos MBX
se determinan mediante métodos de HPLC. Si existen suficientes puntos de datos, puede calcularse la tasa de
hidrélisis usando el programa informatico WinNonlin. La tabla 10 proporciona un resumen de las semividas en
plasma de algunos ésteres profarmaco y las figuras 20A-20G ilustran las curvas hidroliticas de esos ésteres
profarmaco.

HPLC: Sistema de HPLC 1100 de Agilent

Columna: Luna C18(2) 5u 150 x 2 mm de Phenomenex lote n.2 105554-2

Luna C18(2) 5u 250 x 4,6 mm de Phenomenex lote n.? 103992-8

Caudal de disolvente: 0,25 o 1 ml / minuto

Volumen de inyeccion: 20 0 40 pl

Tiempo de recorrido: 7 a 15 min

Composicion del disolvente: ACN del 45 al 76 % / TFA en agua al 0,1 % (v/v)

Deteccion: Detector de UV-visible de haz de diodos a 220 nm

Tabla 10. Semivida en plasma de profarmacos de (-) CPTA.

Numero de compuesto T12 en plasma (horas)

19.1 55
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19.2 <1
19.3 <1
19.4 <1
19.5 <0,5
19.6 6,3
19.7 <7
19.8 <2
19.9 <1
19.10 <1
19.11 <0,5
19.12 <0,5
19.13 <0,5
19.14 <2
19.15 <1
19.16 <0,5
19.17 <1
19.18 <1
19.19 <0,5
19.20 <0,5
19.21 <2
19.22 <1
19.23 <1
19.24 <0,5
19.25 <0,5
19.26 <1
19.27 <1
19.28 <0,5
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz de estereoisdbmero (-) de un compuesto de féormula l,

.

en la que:

R? es un miembro seleccionado del grupo que consiste en: alquilo ciclico Cs-Cg, alquenilo C»-Cs y alquinilo C2-Cs, en
el que los grupos estan sustituidos opcionalmente con uno o mas atomos de halégeno; fenilo, naftilo y piridilo, en el
que los grupos estan sustituidos opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste
en halo, alquilo C1-Ca, alcoxi C1-Ca, -NO2, -S(O)m(alquilo C1-Cs), -OH, -NR®R?, -CO2R®, -NR*COR*, -NR®*CONR®R*y -
CiFw;

X' es un halégeno; y

X2, X y X* se seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno y halégeno, con la condiciéon de que no mas
de dos de X2, X%y X* sean hidrégeno;

endondemesde0a2,vesdelal3ywesdela(2v+1); g en donde R® y R* son independientemente H, alquilo
C+-Cs, fenilo o bencilo; y en donde R® es H, alquilo C1-Cs o NR’R*;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables;

en la que la composicién contiene al menos el 90 % en peso del estereocisémero (-) del compuesto y el 10 % en peso
o menos del estereoisémero (+) del compuesto.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 en forma de un comprimido o capsula.

3. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que la composicién contiene al menos
el 99 % en peso del estereoisomero (-) del compuesto y el 1% en peso 0 menos del estereoisdmero (+) del
compuesto.

4. El estereoisomero (-) del compuesto de férmula (ll) como se describe en la reivindicacion 1 para su uso en la
modulacion de la diabetes de tipo 2.

5. El estereoisémero (-) del compuesto de férmula (lI) como se describe en la reivindicacién 1 para su uso en la
modulacion de la resistencia a la insulina.

6. El estereoisémero (-) del compuesto de férmula (Il) como se describe en la reivindicacion 1 para su uso en la
modulacion de la hiperuricemia.

7. El uso del estereoisdbmero (-) del compuesto de formula (Il) como se describe en la reivindicacion 1 para la
fabricacién de un medicamento para la modulacion de la diabetes de tipo 2.

8. El uso del estereoisémero (-) del compuesto de formula (Il) como se describe en la reivindicaciéon 1 para la
fabricacién de un medicamento para la modulacién de la resistencia a la insulina.

9. El uso del estereocisdbmero (-) del compuesto de formula (Il) como se describe en la reivindicacion 1 para la
fabricacién de un medicamento para la modulacién de la hiperuricemia.

10. El compuesto para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el compuesto o
medicamento debe administrarse por infusion intravenosa, administracién transdérmica o administracion oral.
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11. El compuesto para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el compuesto debe
suministrarse en una cantidad de 100 mg a 3000 mg al dia, preferentemente de 500 mg a 1500 mg al dia, mas

preferentemente de 5 mg a 250 mg por kg al dia.

12. El compuesto para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, en el que el compuesto
debe administrarse junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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—&-— Vehiculo

—0— Racemato 250 mg/kg

—0— (-) enantiémero 250 mg/kg

-8 (+) enantiémero 250 mg/kg
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S 400
o
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S 350
z
=
g 300
a
7
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T
200-
150
0
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Tiempo (hora)

# P = 0,0986 en comparacién con el (+) enantibmero
+ P < 0,05 en comparacion con el (+) enantiomero

FiIG 2.
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