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DESCRIPCION
Piperazinodionas como antagonistas del receptor de la oxitocina

La presente invencion se refiere a un nuevo derivado de dicetopiperazina que tiene una potente y selectiva accion
antagonista al receptor de la oxitocina, a procedimientos para su preparacion, composiciones farmacéuticas que lo
contienen y a su uso en medicina.

La hormona oxitocina es un potente contractor del Utero y se usa para la induccién o provocacion del parto. Igual-
mente, la densidad de los receptores de la oxitocina uterinos se incrementan significativamente por >100 veces
durante el embarazo y picos en el parto (prematuros y a término).

Los nacimientos/partos prematuros (entre 24 y 37 semanas) causan aproximadamente un 60% de mortalidad/morbi-
didad de los lactantes y, en consecuencia, un compuesto que inhiba las acciones uterinas de la oxitocina, por ejem-
plo, antagonistas de la oxitocina, seria util para la prevencion o control del parto prematuro.

La Solicitud de Patente Internacional WO 99/47549 describe derivados de dicetopiperazina que incluyen derivados
de 3-bencil-, 5-dicetopiperazina como inhibidores de 1,6-bisfosfato de fructosa (FBPasa).

La Solicitud de Patente Internacional WO 03/053443 describe una clase de derivados de dicetopiperazina que mues-
tran un nivel particularmente util de actividad como antagonistas selectivos al receptor de la oxitocina. Una clase
preferida de compuestos descritos en ella es la representada por la formula (A)

g R
R 1!1;,,'])kN/H/R &
HN\rH"i,, o
' 2

(A)

Dichos compuestos incluyen aquellos en los que, entre otros, Ry es 2-indanilo, Rz es alquilo de Cs4, Rs es un grupo
heteroarilo de 5 6 6 atomos ligado al resto de la molécula mediante un atomo de carbono en el anillo, R4 representa
el grupo NRsRs en el que Rs y Rg representan cada uno alquilo, por ejemplo, metilo, o Rs y Rs conjuntamente con el
atomo de nitrogeno al cual estan unidos forman un anillo heterociclico saturado de 3 a 7 atomos, cuyo heterociclo
puede contener un heteroatomo adicional seleccionado entre oxigeno.

La Solicitud de Patente Internacional WO 2005/000840 describe derivados de dicetopiperazina de formula (B)

R 11,,QHKN/\“/NR4 R5

o (B)

(o)
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w

en la que Ry es 2-indanilo, R, es 1-metipropilo, Rs; es 2-metil-1,3-oxazol-4-ilo y R4 y Rs conjuntamente con el atomo
de nitrégeno al cual estan unidos representan morfolino.

Los inventores presentes han encontrado ahora un nuevo grupo de antagonistas selectivos del receptor de la oxito-
cina que muestran un perfil farmacocinético particularmente ventajoso.

De acuerdo con ello, la presente invencién proporciona un compuesto de formula (1)

R 1"’(“/\(“& Re

®

O
Qi1
I

en la que Ry es 2-indanilo, R, es 1-metipropilo, R3 es 2,6-dimetil-3-piridilo, R4 y Rs conjuntamente con el atomo de
nitrégeno al cual estan unidos representan morfolino, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el cual el acido esta seleccionado entre: acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, fosforico, sulfirico, meta-
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nosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfonico, p-toluenosulfénico, citrico, tartarico, lactico, pirtvico, acético, succini-
co, fumarico y maléico.

Es de sefalar que el compuesto de formula (I) posee la estereoquimica absoluta representada en los atomos de
carbono asimétricos que portan grupos R+, Rz y Rs, es decir, la estereoquimica en dichas posiciones es siempre (R).
No obstante, es de sefialar igualmente que que aunque dichos compuestos estan substancialmente libres del (S)-
epimero en cada R4, Rz y Rs, cada epimero puede estar presente en pequefias cantidades, por ejemplo, puede estar
presente en 1% o menos del (S)-epimero.

Es de sefialar igualmente que el grupo Rz contiene un atomo de carbono asimétrico y que la invencion incluye tanto
los (R)- como los (S)-epimeros de los mismos.

En una realizacién de la invencion, R, es (1S)-1-metilpropilo. En otra realizacion de la invencion, Rz es (1R)-1-
metilpropilo.

Una realizacion adicional de la invencion es el compuesto cuya preparacion se describe especificamente en el
Ejemplo 3.

En un aspecto, el compuesto de férmula (1) es (3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-1-((1R)-1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-
2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]-6-{(1S)-metilpropil]-2,6-piperazinodiona o una sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el cual el acido esta seleccionado entre: acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, fosférico,
sulfurico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, citrico, tartarico, lactico, piravico,
acético, succinico, fumarico y maléico.

Igualmente, se divulgan solvatos de los compuestos de formula (1), por ejemplo hidratos, o solvatos con disolventes
farmacéuticamente aceptables incluyendo, pero sin limitarse a ellos, alcoholes, por ejemplo etanol, iso-propanol,
acetona, éteres, ésteres, por ejemplo acetato de etilo.

El compuesto de la invencion puede igualmente usarse en combinacién con otros agentes terapéuticos. Se propor-
ciona una combinaciéon que comprende un compuesto de la invencién o un derivado farmacéuticamente aceptable
del mismo, conjuntamente con un agente terapéutico adicional.

Cuando un compuesto de la invencion o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo se usa en combina-
cion con un segundo agente terapéutico activo contra el mismo estado de enfermedad, la dosis de cada compuesto
puede diferir de la que se usa cuando el compuesto esta solo. Las dosis apropiadas seran facilmente determinadas
por los expertos en la técnica. Es de sefialar que la cantidad de un compuesto de la invencién requerida para uso en
el tratamiento variara con la naturaleza del estado a tratar y la edad y condicién del paciente y en ultimo lugar sera a
la discreciéon del médico o veterinario que le atienda. El compuesto de la presente invencién puede usarse en com-
binaciéon con medicinas tocoliticas o profilacticas. Estas incluyen, pero sin limitarse a ellas, beta-agonistas tal como
terbutalina o ritodrina, bloqueadores del canal de calcio, por ejemplo nifedepina, farmacos anti-inflamatorios no este-
roideos, tal como indometacina, sales de magnesio, tal como sulfato magnésico, otros antagonistas de la oxitocina,
tal como atosiban, y agonistas de la progesterona y formulaciones. Ademas, el compuesto de la presente invencion
puede usarse en combinacion con esteroides antenatales incluyendo betametasona y dexametasona, vitaminas
prenatales especialmente suplementos folatos, antibiéticos, incluyendo pero sin limitarse a ellos ampicilina, amoxici-
lina/clavulanato, metronidazol, clindamicina, y ansioliticos.

Las combinaciones anteriormente referidas pueden presentarse de manera conveniente para uso en la forma de una
formulacién farmacéutica y, en consecuencia, se divulgan formulaciones farmacéuticas que comprenden una combi-
nacion tal como se ha definido anteriormente conjuntamente con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente acep-
table. Los componentes individuales de dichas combinaciones pueden administrarse o bien secuencialmente o bien
simultaneamente en formulaciones farmacéuticas separadas o combinadas, mediante cualquier via conveniente.

Cuando la administracion es secuencial, tanto el compuesto de la invencién como el segundo agente terapéutico
puede administrarse en primer lugar. Cuando la administracién es simultanea, la combinacion puede administrarse o
bien en la misma composicién o bien en una composicién farmacéutica diferente.

Cuando se combinan en la misma formulacién, se da por entendido que los dos compuestos deben ser estables y
compatibles entre si y los otros componentes de la formulaciéon. Cuando se formulan por separado, pueden suminis-
trarse mediante cualquier formulacién conveniente, de manera conveniente tal como se conocen para dichos com-
puestos en la técnica.

El compuesto de férmula (1) tiene una alta afinidad por los receptores de la oxitocina sobre el Utero de ratas y huma-
nos y esta puede determinarse usando procedimientos convencionales. Por ejemplo, la afinidad por los receptores
de la oxitocina sobre los Uteros de ratas puede determinarse mediante el procedimiento de Pettibone y otros, Drug
Development Research, vol. 30, pags. 129-142, (1993). Los compuestos de la invencién muestran igualmente alta
afinidad al receptor de la oxitocina recombinante humana en células CHO y esta puede demostrarse de manera
conveniente usando el procedimiento descrito por Wyatt y otros, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, vol. 11,
pags 1301-1305, (2001).
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El compuesto de la invencion muestra un perfil farmacocinético ventajoso incluyendo buena biodisponibilidad aso-
ciada con buena solubilidad acuosa. En un aspecto, el compuesto de la invenciéon muestra buena potencia y bajo
aclaramiento intrinseco. En otro aspecto, el compuesto de la invencion muestra bajo aclaramiento intrinseco.

El compuesto de la invencion es, en consecuencia, Util en el tratamiento o prevencion de enfermedades y/o estados
mediados mediante la accion de la oxitocina. Los ejemplos de dichas enfermedades y/o estados incluyen parto pre-
maturo, dismenorrea, endometriosis e hiperplasia prostatica benigna.

El compuesto puede ser igualmente Util para retrasar el parto antes de la cesarea electiva o la transferencia del
paciente a un centro de atencion terciaria, tratamiento de disfunciéon sexual (masculina y femenina), eyaculacion
particularmente precoz, obesidad, trastornos de la alimentacion, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension arte-
rial, cirrosis hepatica, hipertension nefritica u ocular, trastorno obsesivo-compulsivo y trastornos neuropsiquiatricos.
El compuesto de la invencion puede igualmente ser util para mejorar los indices de fertilidad en animales, por ejem-
plo, animales de granja.

En consecuencia, la invencion proporciona un compuesto de féormula (I) o una sal de adicién de acido farmacéutica-
mente aceptable tal como se ha descrito anteriormente, para uso en terapia, particularmente para uso en terapia
humana y veterinaria, y en particular para uso como medicina para antagonizar los efectos de la oxitocina sobre el
receptor de la oxitocina.

La invencidon proporciona igualmente el uso de un compuesto de formula (1) o una sal de adicion de acido farmacéu-
ticamente aceptable tal como se ha descrito anteriormente, para la fabricacién de un medicamento para antagonizar
los efectos de la oxitocina sobre el receptor de la oxitocina.

Igualmente, se proporciona un procedimiento para antagonizar los efectos de la oxitocina sobre el receptor de la
oxitocina, que comprende la administracion a un paciente que lo necesite de una cantidad antagonistica de al menos
una entidad quimica seleccionada entre un compuesto de férmula (l) y/o derivados farmacéuticamente aceptables
del mismo.

Se apreciara por los expertos en la técnica que la referencia en la presente invencién a tratamiento se extiende a la
profilaxis asi como al tratamiento de enfermedades o sintomas establecidos.

Es de sefialar ademas que la cantidad de un compuesto de la invencion requerida para uso en tratamiento variara
con la naturaleza del estado a tratar, la via de administracion y la edad y el estado del paciente y finalmente estara a
la discrecidon del médico que lo atienda. No obstante, en general, las dosis usadas para tratamiento de un humano
adulto estaran tipicamente dentro del intervalo de 2 a 1000 mg por dia, dependiendo de la via de administracion.

Asi, para la administracion parental, una dosis diaria estara tipicamente dentro del intervalo de 2 a 50 mg, preferi-
blemente 5 a 25 mg por dia. Para administracion oral, una dosis diaria estara tipicamente dentro del intervalo de 10
a 1000 mg, por ejemplo 50 a 500 mg por dia.

La dosis deseada puede presentarse de manera conveniente en una dosis Unica o como dosis divididas administra-
das a intervalos apropiados, por ejemplo como dos, tres, cuatro o mas sub-dosis por dia.

Aunque es posible que, para uso en terapia, un compuesto de la invencién pueda administrarse como el compuesto
quimico puro, es preferible presentar el ingrediente activo como una formulacién farmacéutica.

De acuerdo con ello, la invencién proporciona ademas una formulacion farmacéutica que comprende un compuesto
de férmula (I) o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable tal como se ha descrito anteriormente,
conjuntamente con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables de los mismos y, opcionalmente, otros in-
gredientes terapéuticos y/o profilacticos. El vehiculo(s) debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los
otros ingredientes de la formulacion y no perjudicial para el receptor del mismo.

La composiciones de la invencion incluyen las especialmente formuladas en una forma para administracion oral,
bucal, parenteral, inhalacién o insuflacion, implante, vaginal o rectal.

Los comprimidos y capsulas para administracion oral pueden contener excipientes convencionales tales como agen-
tes aglomerantes, por ejemplo, jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto, mucilago de almidén o polivinilpi-
rrolidona; cargas, por ejemplo, lactosa, azucar, celulosa microcristalina, almidon de maiz, fosfato calcido o sorbitol;
lubricantes, por ejemplo, estearato magnésico, acido estearico, talco, polietilenoglicol o silice; desintegrantes, por
ejemplo, almidén de patata o glicolato de almiddn sodico, o agentes humectantes tal como lauril sulfato sédico. Los
comprimidos pueden estar recubiertos de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica. Las preparacio-
nes liquidas orales pueden presentarse en la forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas o aceitosas, soluciones,
emulsiones, jarabes o elixires, o pueden presentarse como un producto seco para constitucion con agua u otro vehi-
culo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como
agentes de suspension, por ejemplo, jarabe de sorbitol, metil celulosa, jarabe de glucosa/azucar, gelatina, hidroxietil
celulosa, carboximetil celulosa, gel de estearato de aluminio o grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulsifi-
cantes, por ejemplo, lecitina, monooleato de sorbitano o goma arabiga, vehiculos no acuosos (los cuales pueden
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incluir aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendra, aceite de coco fraccionado, ésteres aceitosos, propile-
no glicol o alcohol etilico; solubilizantes tales como tensioactivos, por ejemplo polisorbatos u otros agentes tales
como ciclodextrinas; y conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido ascérbico. Las
composiciones pueden igualmente formularse como supositorios, por ejemplo, conteniendo bases de supositorios
convencionales tal como manteca de cacao u otros glicéridos.

Para administracién bucal, la composiciéon puede adoptar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de la ma-
nera convencional.

La composicién de acuerdo con la invencion puede formularse para administracion parenteral mediante inyeccion o
infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosis unitaria en ampollas, o
en envases multi-dosis con un conservante agregado. Las composiciones pueden adoptar formas tales como sus-
pensiones, soluciones, o emulsiones en vehiculos aceitosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion
tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Como alternativa, el ingrediente activo puede estar
en la forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua libre de pirdgenos, estéril, antes
de su uso.

Las composiciones de acuerdo con la invencion pueden contener entre 0,1-99% del ingrediente activo, de manera
conveniente desde 1-50% para comprimidos y capsulas y 3-50% para preparaciones liquidas.

El perfil farmacocinético ventajoso de los compuestos de la invencion se demuestra facilmente usando procedimien-
tos convencionales para la medicion de las propiedades farmacocinéticas de compuestos bioldgicamente activos.

Los compuestos de la invencion y los derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos pueden prepararse
mediante los procedimientos descritos en la presente invencion mas adelante, constituyendo dichos procedimientos
un aspecto adicional de la invencion. En la siguiente descripcion, los grupos son tal como se han definido anterior-
mente para los compuestos de la invencion, salvo que se establezca lo contrario.

Los compuestos de formula (1) pueden prepararse mediante la reaccion del acido carboxilico (1), en el que R, Rz y
R3 tienen los significados definidos en la féormula (1), y la quiralidad en Rz es o bien R o bien S, o una mezcla de los
mismos,

)

o un derivado activado del mismo con la amina HNR4Rs, en la que R4 y Rs tienen los significados definidos en la
férmula (1), bajo condiciones convencionales para la preparacion de amidas, a partir de un acido carboxilico o un
derivado activado del mismo y una amina.

Es de sefalar que la mezcla de diasteredmeros de compuestos de la féormula (I) obtenidos partir de la reaccién ante-
rior puede separarse usando técnicas de resolucién convencionales bien conocidas en la técnica, por ejemplo cro-
matografia de columna.

De acuerdo con ello, la amida de formula (I) puede prepararse tratando el acido carboxilico de férmula (1) con un
agente de activacion tal como BOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio), TBTU (tetra-
fluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio), BOP-CI (cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinilo)fosfinico),
cloruro de oxalilo o 1,1’-carbonildiimidazol en un disolvente aprético tal como diclorometano, opcionalmente en la
presencia de una amina terciaria tal como trietilamina, y posterior reaccion del producto asi formado, es decir, el
derivado activado del compuesto de formula (1), con la amina HNR4Rs.

Como alternativa, la amida de férmula (l) puede prepararse mediante la reaccién de un anhidrido mezclado obtenido
del acido carboxilico (Il), en el que R+, Rz y R3 tienen los significados definidos en la formula (1) con la amina HNR4Rs
en un disolvente aprotico tal como tetrahidrofurano. De manera conveniente, la reaccion se lleva a cabo a bajas
temperaturas, por ejemplo 25°C a -90°C, de manera conveniente a aproximadamente -78°C.

El anhidrido mezclado se prepara de manera conveniente mediante la reaccion del acido carboxilico (II) con un clo-
ruro de acido adecuado, por ejemplo cloruro de pivaloilo, en un disolvente aprético tal como acetato de etilo en la
presencia de una base organica terciaria tal como una trialquilamina, por ejemplo trietilamina, y a bajas temperatu-
ras, por ejemplo 25°C a -90°C, de manera conveniente a aproximadamente -78°C.

Los compuestos de formula (1) pueden prepararse igualmente mediante la reaccion de un compuesto de formula (l11)
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O R,
Ry, ({(N%/NHRS
HNw(L/, O
R,

© )

en la que Ry, Rz y R3 tienen los significados definidos en la formula (1) y Re es 2-hidroxifenilo, con 1,1-
carbonildiimidazol o 1,1’-tiocarbonildiimidazol en un disolvente adecuado, tal como diclorometano, y posterior reac-
cion de los productos asi formados con la amina NR4Rs.

Los compuestos de formula (II) pueden prepararse a partir de un compuesto de férmula (Ill), en la que Rg es 2-
hidroxifenilo mediante reaccion con 1,1’-carbonildiimidazol o 1,1’-tiocarbonildiimidazol en un disolvente adecuado, tal
como diclorometano, y posterior reaccion del producto asi formado con acetona acuosa.

Los compuestos de formula (Ill), en la que Rs es 2-hidroxifenilo pueden prepararse a partir de los compuestos co-
rrespondientes de férmula (Ill), en la que Rg es un grupo 2-benciloxifenilo mediante hidrogenolisis usando hidrégeno
y un catalizador de paladio.

Como alternativa, pueden prepararse compuestos de formula (Ill) en la que Rs es 2-hidroxifenilo, a partir del com-
puesto de formula (IV)

G R

A
R1l-’z:;,,’)’\

N~ “CONHR,
NHR ey,
/"R,
R;G,C
V)

en la que Rz y Rs tienen los significados definidos en la formula (1), Re es 2-benciloxifenilo, R7 es benciloxicarbonilo y
Rs es alquilo de C1.6, mediante la reaccion con hidrégeno, en la presencia de un catalizador de paladio sobre carbon
vegetal y acido acético. Esta reaccion se lleva a cabo de manera conveniente en un disolvente tal como etanol, tri-
fluoroetanol o mezclas de los mismos.

Los compuestos de formula (1V) pueden prepararse mediante la reaccion del hidrocloruro del amino éster (V)

CO,R,
RQH!H< (V)
NH, . HCI

en el que Ry tiene el significado definido en la férmula (1) y Rs es alquilo de C1.6, con un aldehido RzCHO (VI) en el
que R;j tiene el significado definido en la formula (1), en la presencia de trietilamina y en un disolvente tal como trifluo-
roetanol y, a continuacion, reaccion del producto resultante con un compuesto de formula (VII)

COH

R1illlh< (V”)
NHR,

en la que R; tiene el significado definido en la formula (1) y Ry es t-butiloxicarbonilo o benciloxicarbonilo y el isocianu-
ro CNRs (VIII), en el que Rg es un grupo 2-benciloxifenilo, en un disolvente tal como trifluoroetanol.

Los compuestos de formula (Il) en la que Rg es 2-benciloxifenilo, pueden prepararse a partir de un compuesto de
férmula (IV) en la que Ry, Rz y Rs3 tienen los significados definidos en la férmula (1), Re es 2-benciloxifenilo y R7 es t-
butiloxicarbonilo, mediante la reaccién con cloruro de hidrégeno en dioxano, seguido de con trietilamina en un disol-
vente tal como diclorometano.

El compuesto de formula (V) en la que Ry es t-butiloxicarbonilo, puede prepararse mediante la via descrita anterior-
mente usando un compuesto de formula (V1) en la que Ry es t-butiloxicarbonilo.
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El substituyente R, es un grupo 1-metilpropilo y el compuesto de formula (1) en la que Rz es un grupo 1-metilpropilo,
que tiene una configuracion (S) o (R), puede prepararse a partir del hidrocloruro del amino éster (V) en el que el
grupo Ry tiene la configuracion requerida (S) o (R).

El hidrocloruro del amino éster (V), en el que R tiene el significado definido en la formula (1) y Re es alquilo de C.,
puede prepararse a partir de los correspondientes aminoacidos comercialmente disponibles, D-aloisoleucina o D-
isoleucina, mediante el procedimiento de Schmidt, U; Kroner, M; Griesser, H, Synthesis, vol. 11, pags. 832-5, (1989).

Los aldehidos RsCHO (VI), en los que Rj tiene el significado definido en la férmula (1), estan o bien comercialmente
disponibles, o bien pueden prepararse mediante procedimientos de la literatura (Comins, Daniel L; Weglarz, Michael
A, J. Org. Chem., vol. 53, (n° 19), pags. 4437-4442, (1988).

El derivado aminoacido (VII), en el que R, tiene el significado definido en la férmula (1) y R es t-butoxicarbonilo, se
encuentra comercialmente disponible; el derivado aminoacido (VII), en el que Ry tiene el significado definido en la
férmula (1) y Ry es benciloxicarbonilo, puede prepararse a partir del correspondiente aminoacido comercialmente
disponible (R)-R1CH(NH2)CO2H (IX), en el que R tiene el significado definido en la férmula (I), mediante tratamiento
con N-(benciloxicarboniloxi)succinimida y trietilamina en un disolvente tal como dioxano en agua.

El isocianuro CNRs (VIII) puede prepararse de acuerdo con procedimientos de la literatura (Obrecht, Roland; Her-
mann Rudolf; Ugi, Ivar, Synthesis, vol. 4, pags. 400-402, (1985).

Las sales de adicion de acido del compuesto de formula () pueden prepararse por medios convencionales, por
ejemplo, mediante tratamiento de una solucién del compuesto en un disolvente adecuado tal como diclorometano o
acetona, con una solucion adecuada del acido organico o inorganico apropiado.

Los ejemplos siguientes son ilustrativos, pero no limitativos, de las realizaciones de la presente invencion.
Parte experimental

Nomenclatura

Todos los compuestos intermedios y ejemplos se han denominado usando el ACD Name Pro 6.02 in ISISDraw.
Abreviaturas

Cv: Volumen de columna. Un volumen de columna se define como el volumen ocupado por el sorbente en la
columna empaquetada. Este puede calcularse de manera aproximada a partir de la masa y la densidad del
sorbente particular usado (1CV = masa dividida por densidad).

Purificacion general y procedimientos analiticos

La HPLC analitica se llevé a cabo sobre una columna Supelcosil LCABZ+PLUS (3,3 cm x 4,6 mm DI.), eluyendo con
HCO2H al 0,1% y acetato de amonio 0,01 M en agua (disolvente A), y HCO2H al 0,05% y 5% de agua en acetonitrilo
(disolvente B), usando o bien el gradiente de elucién 1,0-0,7 minutos 0% de B, 0,7-4,2 minutos 0%-100% de B, 4,2-
5,3 minutos 100% de B, 5,3-5,5 minutos 0% de B, o bien el gradiente de elucién 2 0-0,7 minutos 0% de B, 0,7-4,2
minutos 0%-100% de B, 4,2-4,6 minutos 100% de B, 4,6-4,8 minutos 0% de B, a una velocidad de flujo de 3 ml/min.
Los tiempos de retencion (Rt) se anotaron en minutos. Los espectros de masa (MS) se registraron sobre un es-
pectrometro de masas Waters ZQ2000 usando modos de electropulverizacion positiva [ES+ve para obtener iones
moleculares MH" y M(NH4)'] o modos de electropulverizacion negativa [ES-ve para obtener iones moleculares (M-H)
]. Los espectros RMN-'H se registraron usando un espectrometro Bruker DPX 400MHz usando tetrametilsilano como
patrén interno.

La purificacién usando cartuchos de silice se refiere a cromatografia llevada a cabo usando un Combiflash® Com-
panionT'VI usando cartuchos Redisep® suministrados por Presearch. Los fritados hidréfobos referidos a tubos de
filtracion comercializados por Whatmann. SPE (extraccion en fase sélida) se refiere al uso de cartuchos comerciali-
zados por International Sorbent Technology Ltd. La TLC (cromatografia de capa fina) se refiere al uso de placas de
TLC comercializadas por Merck recubiertas con gel de silice 60 F2s4
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Compuesto intermedio 1

N-[(2R)-2-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-2-({[(fenilmetil)oxi]carbonil}-amino)acetil]-N-[1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-2-ox0-2-({2-
[(fenilmetil)oxilfenil}amino)etil]-D-aloisoleucinato de metilo

Se trataron 2,6-dimetilpiridino-3-carboxaldehido (Aurora Feinchemie GmBh) (2,00 g, 16,1 mmol) e hidrocloruro de
éster metilico de (D)-aloisoleucina (2,93 g, 16,1 mmol) en metanol (50 ml) y 2,2,2-trifluoroetanol (50 ml) con trietila-
mina (2,24 ml, 16,1 mmol) y la mezcla se agit6 bajo nitrégeno a temperatura ambiente durante 20 horas.

Se agregaron acido (2R)-2,3-dihidro-1H-inden-2-il-({[(fenilmetil)oxi]carbonil}amino)etandico (5,24 g, 16,1 mmol) y 2-
benciloxifenilisonitrilo (3,37 g, 16,1 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 4 dias.
La mezcla se concentrd bajo presion reducida y, a continuacion, se repartid entre acetato de etilo (150 ml) y agua
(150 ml) mas bicarbonato sddico acuoso saturado (6 ml). La fase acuosa se volvio a extraer con acetato de etilo (50
ml) y los extractos organicos combinados se lavaron sucesivamente con soluciones acuosas semi-saturadas de
bicarbonato sédico, cloruro aménico y cloruro sédico (100 ml cada una), se secaron sobre sulfato magnésico anhidro
y se evaporaron bajo presién reducida, proporcionando el producto bruto (12,01 g). Este se purificé sobre una co-
lumna de gel de silice Redisep (330 g) y se eluy6 con acetato de etilo al 20-50% en ciclohexano, proporcionando
7,46 g del compuesto del epigrafe en forma de un par de diastereébmeros.

HPLC Rt = 3,88 y 3,96 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 797

Compuesto intermedio 2

El perfil farmacocinético ventajoso del compuesto de la invencién se demostré faciimente usando procedimientos
convencionales para la medicion de las propiedades farmacinéticas de compuestos biolégicamente activos.

El compuesto de la invencion y las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables tal como se han descrito
anteriormente, pueden prepararse mediante procedimientos descritos en la presente invenciéon mas adelante, consti-
tuyendo dichos procedimientos un aspecto adicional de la invencion. En la descripcion siguiente, los grupos son tal
como anteriormente se han definido para compuestos de la invencién, salvo que se establezca lo contrario.

Los compuestos de féormula (I) pueden prepararse mediante la reaccion del acido carboxilico (Il), en el que Rq, Rz y
R3 tienen los significados definidos en la férmula (1), y la quiralidad en Rz es o bien R o bien S, o una mezcla de las
mismas.

0 R,

R 1 f;,i(ﬂ\‘NX[(OH
N s, o
Ny

% )

o un derivado activado de los mismos con la amina HNR4Rs, en la que R4 y Rs tienen el significado definido en la
férmula (1), bajo condiciones convencionales para la preparacion de amidas, a partir de un acido carboxilico o un
derivado activado del mismo y una amina.
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Es de resaltar que la mezcla de diasteredmeros de compuesto de la férmula (1) obtenidos a partir de la reaccion
anterior, pueden separarse usando técnicas de resolucién convencionales bien conocidas en la técnica, por ejemplo
cromatografia de columna.

De acuerdo con ello, la amida de la férmula () puede prepararse tratando el acido carboxilico de la formula (ll) con
un agente de activacion tal como BOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio), TBTU
(tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio), BOP-CI (cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinilo)fosfi-
nico), cloruro de oxalilo o 1,1"-carbonildiimidazol, en un disolvente aprético tal como diclorometano, opcionalmente
en la presencia de una amina terciaria tal como trietilamina, y posterior reaccién del producto asi formado, es decir,
el derivado activado del compuesto de formula (l1), con la amina HNR4Rs.

2-[(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(2,6-dimetil-3-piperidinil)-N-(2-
hidroxifenil)acetamida

El N-[(2R)-2-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-2-({[(fenilmetil)oxi]carbonil}-amino)acetil]-N-[ 1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-2-oxo-2-
({2-[(fenilmetil)oxi]fenilgamino)etil]-D-aloisoleucinato de metilo bruto (compuesto intermedio 1) (7,46 g) se disolvié en
etanol (150 ml) y acido acético (10 ml) y la mezcla se hidrogené a 100 kPa de H. sobre paladio al 10% sobre carbon.
(tipo Degussa) (1,8 g mojado con agua 1:1 p/p) durante 18 horas. La mezcla de reaccion se evapord bajo presion
reducida y el residuo se repartié entre acetato de etilo y agua con bicarbonato sédico acuoso saturado agregado
hasta que la fase acuosa se basificd (pH 8). La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo y los extractos organicos
combinados se lavaron con bicarbonato sédico acuoso saturado:agua, 3:1 (100 ml) y, a continuaciéon con salmuera
seca antes de secarse sobre sulfato magnésico anhidro y se evaporaron bajo presion reducida. El producto bruto se
purifico sobre una columna de silice Redisep (120 g) y se eluy6 con metanol al 0-10% en acetato de etilo, proporcio-
nando el compuesto del epigrafe en forma de un par de diastereémeros (2,94 g).

HPLC Rt = 2,75y 2,81 minutos (gradiente 2); m/z [M+H]" = 541

Compuesto intermedio comparativo 3

2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piperidinil)-N-(2-
[(fenilmetil)oxilfenil}acetamida

Se disolvieron 4,6-dimetil-3-piridinocarbaldehido’ (2,52 g) e hidrocloruroro de D-aloisoleucinato de metilo (3,4 g) en
2,2,2-trifluoroetanol (50 ml). A estos, se agrego trietilamina (2,61 ml) y la mezcla de reaccién se dej6 reposar durante
18 horas. Se agregaron acido (2R)-2,3-dihidro-1H-inden-2-il-({[(1,1-dimetiletil)oxi]carbonil}amino)etandico (5,44 g) e
isocianuro de 2-[(fenilmetil)oxiJfenilo (4,18 g) con metanol (10 ml) a la mezcla de reaccién y la solucién se agité a
temperatura ambiente durante 3 dias. El disolvente se eliminé en vacio y el residuo se separo entre diclorometano y
agua. La fase organica se pasoé a través de un fritado hidréfobo y se evaporé en vacio. El residuo se disolvio en
cloruro de hidrogeno 4 N en dioxano (50 ml) y la mezcla de reaccion se dej6 reposar durante 4 horas. El disolvente
se elimind en vacio y el residuo se disolvio en diclorometano (200 ml). A esto se agrego trietilamina (20 ml) yla mez-
cla de reaccion se dejo reposar durante 20 horas. La mezcla de reaccion se separ6 entre diclorometano y agua. La
fase organica se paso a través de un fritado hidréfobo y se evapord en vacio. El residuo se aplicé a columnas Biota-
ge de 4x90 g y se eluyd con ciclohexano/acetato de etilo (1:1, 1:2 v/v) y acetato de etilo. Las fracciones requeridas
se combinaron y evaporaron en vacio, proporcionando 2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-
2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piperidinil)-N-(2-[(fenilmetil)oxi]fenil}acetamida (5,55 g, 47%), en forma de
una espuma de color tostado.

HPLC Rt = 3,43, 3,45 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 631
Ref: 1. Comins L.; Weglarz, Michael A., J. Org. Chem., vol. 53, (n° 19), pags. 4437-4442, (1988).

Compuesto intermedio comparativo 4
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2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piridinil)-N-(2-
hidroxifenil}acetamida

Se disolvio  2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-
piperidinil)-N-(2-[(fenilmetil)oxilfenil}acetamida (compuesto intermedio 3) (3,30 g) en etanol (75 ml) y se hidrogeno
sobre paladio sobre carbén vegetal (Pd al 10% mojado, 0,50 g) durante 20 horas. El catalizador se separd por filtra-
cion y se lavo con diclorometano. El filtrado combinado y los lavados se evaporaron en vacio. El residuo se aplicé a
una columna Biotage de 90 g y se eluyd con acetato de etilo. Las fracciones requeridas se combinaron y evaporaron
en vacio, proporcionando 2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-
(4,6-dimetil-3-piridinil)-N-(2-hidroxifenil}acetamida (2,43 g, 87%) en forma de un sdlido de color amarillo palido.

HPLC Rt = 2,86 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 541
Compuesto intermedio 5

Hidrocloruro de acido {(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}(2,6-dimetil-
3-piridinil)acético

Se disolvieron 2-[(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(2,6-dimetil-3-
piridinil)-N-(2-hidroxifenil)acetamida (24,25 g, 45 mmol) (compuesto intermedio 2) y 1,1’-carbonildiimidazol (11,7 g,
72 mmol) en diclorometano seco (200 ml) y se dejé reposar bajo nitrdgeno durante 20 horas. El disolvente se elimind
en vacio y el residuo se disolvié en acetona (200 ml) y acido clorhidrico 2 N (20 ml). Después de agitacion durante
20 horas, el disolvente se elimind en vacio y el residuo se disolvié en metanol (50 ml). La solucion se aplicé a un
cartucho de aminopropilo (2x70 g) y se eluyd con metanol (250 ml) y, a continuacion, acido acético al 10% en meta-
nol (250 ml). Las fracciones requeridas se combinaron y evaporaron en vacio. El residuo se traté con acido clorhidri-
co 2 Ny la solucién resultante se evaporé en vacio, proporcionando el compuesto del epigrafe hidrocloruro de acido
{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}(2,6-dimetil-3-piridinil)acético  en
forma de un solido de color oscuro (12,21 g, 56%).

HPLC Rt = 2,48 minutos (gradiente 2); m/z [M+H]" = 450

Compuesto intermedio comparativo 6

Acido (2R)-2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-({[(fenilmetil)oxi]carbonil}amino)etandico

Se suspendié acido (2R)-amino-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)etandico (1,91 g, 10 mmol) en dioxano (10 ml) y agua (10
ml). A esto se agrego¢ trietilamina (1,7 ml) y N-(benciloxicarboniloxi)-succinimida (2,54 g)y la mezcla de reaccion se
agitoé rapidamente a temperatura ambiente durante 2 dias. La mezcla de reaccion se vertié en agua (50 ml) y se
extrajo con cloroformo (100 ml). La fase organica se lavd con acido clorhidrico 1 N (50 ml) y agua (50 ml). Esta se
seco sobre sulfato magnésico y el disolvente se eliminé en vacio, proporcionando el compuesto del epigrafe (3,06 g,
94%).

RMN-"H (CDCl3) & 7,40-7,29 (m, 5H), 7,21-7,11 (m, 4H), 5,28 (d, 1H, J=8,6 Hz), 5,11 (s, 2H), 4,57 (m, 1H), 3,14-2,79
(m, 5H); LCMS m/z 326 (MH"), Rt 3,35 minutos (gradiente 2).

10
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Ejemplo Comparativo 1

S
.l
@"“\j‘n’}g’n\
RNTS'_
(2R)-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(2,6-dimetil-3-piridinil)-N-
metiletanamida

Se agitaron 2-[(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(2,6-dimetil-3-
piridinil)-N-(2-hidroxifenil)acetamida (compuesto intermedio 2) (0,400 g, 0,74 mmol) y 1,1’-carbonildiimidazol (0,192
g, 1,18 mmol) en diclorometano seco (10 ml) a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 7 horas. La mezcla se
traté con una solucién 2 M de metilamina en tetrahidrofurano (1,849 ml, 3,70 mmol) y se dejo reposar durante una
noche a temperatura ambiente. Los disolventes se separaron bajo Nz y el residuo se purificd sobre una columna de
silice Redisep (35 g), se eluy6 con metanol al 0-10% en acetato de etilo seguido de purificacion adicional sobre una
columna de fase inversa Komasil KR100-10-C18 y se eluy6 con acetonitrilo acuoso (MeCN al 20-46%) conteniendo
acido férmico al 0,1%. Esto proporcion6 el compuesto del epigrafe en forma de un liofilizado de color blanco (30%)
después de criodesecacion a partir de 1,4-dioxano.

HPLC Rt = 2,44 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 463

RMN-"H (CDCl3) 6 7,63 (d, 1H), 7,25-7,15 (m, 4H), 7,05 (d, 1H), 6,79 (d, 1H), 5,96 (q, 1H), 5,35 (s, 1H), 4,07 (dd,
1H), 3,88 (d, 1H), 3,19-2,88 (m, 4H), 2,85 (d, 3H), 2,81-2,73 (m, 1H), 2,56 (s, 3H), 2,55 (s, 3H), 1,82-1,67 (m, 2H),
1,20-1,08 (m, 1H), 0,99 (d, 3H), 0,90 (t, 3H).

De manera similar, se preparé a partir del compuesto intermedio 2 y dimetilamina (2,0 M en tetrahidrofurano):

Ejemplo Comparativo 2

(2R)-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(2,6-dimetil-3-piridinil )-N,N-
dimetiletanamida en forma de un liofilizado de color blanco (33%) después de criodesecacioén a partir de 1,4-dioxano.
HPLC Rt = 2,69 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 477

RMN-"H (CDCls) & 7,49 (d, 1H), 7,27-7,15 (m, 4H), 7,08 (d, 1H), 6,66 (s, 1H), 6,30 (d, 1H), 4,10 (dd, 1H), 4,05 (d,
1H), 3,22-3,08 (m, 3H), 2,99-2,84 (m, 4H), 2,80-2,70 (m, 4H), 2,63 (s, 3H), 2,58 (s, 3H), 1,65-1,53 (m, 1H), 0,97-0,78
(m, 2H), 0,71 (t, 3H), 0,46 (d, 3H).

De manera similar, se preparé a partir del compuesto intermedio 2 y morfolina (3,7 mmol):

Ejemplo 3 (Procedimiento A)

{

Sy

o AL O
o iton, /“h‘/
xnﬁg

(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[( 1R)-1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-(2-oxoetil]-6-[ (1 S)-9-metil-

propil]-2,5-piperazinodiona en forma de un liofilizado de color blanco (88 mg, 23%) después de criodesecacién a

partir de 1,4-dioxano.

HPLC Rt = 2,70 minutos (gradiente 2); m/z [M+H]" = 519

11
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RMN-'H (CDCls) & 7,49 (d, 1H), 7,27-7,15 (m, 4H), 7,10 (d, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,40 (d, 1H), 4,10 (dd, 1H), 4,01 (d,
1H), 3,74-3,52 (m, 5H), 3,28-3,07 (m, 5H), 2,97-2,84 (m, 2H), 2,79-2,71 (m, 1H), 2,62 (s, 3H), 2,59 (s, 3H), 1,65-1,53
(m, 1H), 0,98-0,80 (m, 2H), 0,70 (t, 3H), 0,45 (d, 3H).

Ejemplo 3 (Procedimiento B)

(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-1-[( 1R)-1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-(2-oxoetil]-6-[(1S)-1-
metilpropil]-2,5-piperazinodiona

Se tratd una suspension de hidrocloruro de acido {(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-
dioxo-1-piperazinil}(2,6-dimetil-3-piridinil)acético (5,0 g, 10,3 mmol) (compuesto intermedio 5) en diclorometano seco
(50 ml) con 1,1’-carbonildiimidazol (2,6 g, 16 mmol) y la mezcla de reaccion se agité bajo nitrogeno durante 18
horas. Se agregdé morfolina (4,8 ml, 55 mmol) y la solucion resultante se dejé reposar bajo nitrégeno durante 18
horas. El disolvente se elimind en vacio y el residuo se separoé entre acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo
con salmuera y se seco sobre sulfato magnésico anhidro. El disolvente se eliminé en vacio y el residuo se disolvié
en diclorometano. Este se aplicé a un cartucho de alimina basica (240 g) y se eluy6 usando un gradiente de meta-
nol al 0-7,5% en éter dietilico (9 CV), metanol al 7,5-10% en éter dietilico (1 CV) y metanol al 10%m en éter dietilico
(1 CV). Las fracciones requeridas se combinaron y evaporaron en vacio, proporcionando (3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-
inden-2-il)-1-[(71R)-1-(2,6-dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-(2-oxoetil]-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-piperazinodiona en
forma de un solido de color blanco (2,4 g, 45%).

HPLC Rt = 2,72 minutos (gradiente 2); m/z [M+H]" = 519

Ejemplo Comparativo 4

(2R)-2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piridinil )-
N,N-dimetiletanamida

Se disolvieron 2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-
piridinil)-N-(2-hidroxifenil}acetamida (compuesto intermedio 4) (0,700 g) y 1,1’-carbonildiimidazol (0,324 g) en diclo-
rometano seco (20 ml) y se dejé reposar durante 20 horas. Una parte de esta solucion (10 ml) se agrego a una solu-
cion 2,0 M de dimetilamina en tetrahidrofurano (5 ml) y la mezcla de reaccion se dejo reposar durante 3 dias. La
mezcla de reaccion se separo entre diclorometano y solucion de bicarbonato sédico acuoso saturado. La fase orga-
nica se paso a través de un fritado hidréfobo y se evaporo en vacio. El residuo se aplicé a un cartucho de silice (10
g) y se eluy6 con acetato de etilo y, a continuacion, con metanol al 5% en acetato de etilo. Las fracciones requeridas
se evaporaron en vacio y el residuo se purificé adicionalmente usando Mass Directed AutoPrep. Esto proporcioné
(2R)-2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piridinil }-
N,N-dimetiletanamida (0,10 g, 32%) en forma de una espuma de color blanca.

HPLC Rt = 2,82 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 477
RMN-"H (CDCl3) & 8,32 (s, 1H), 7,26-7,15 (m, 4H), 7,08 (s, 1H), 6,71 (s, 1H), 6,16 (d, 1H), 4,17 (d, 1H), 4,10 (dd,
1H), 3,22-3,06 (m, 3H), 2,98 (s, 3H), 2,91 (m, 1H), 2,74 (dd, 1H), 2,67 (s, 3H), 2,57 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 1,56 (m,
1H), 0,93 (m, 1H), 0,85 (m, 1H), 0,68 (t, 3H), 0,45 (d, 3H).

De manera similar se prepar6 a partir de compuesto intermedio 4 y metilamina:
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Ejemplo Comparativo 5

(2R)-2-{(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-dioxo-1-piperazinil}-2-(4,6-dimetil-3-piridinil)-N-
metiletanamida

HPLC Rt = 2,60 minutos (gradiente 1); m/z [M+H]" = 463

RMN-"H (CDCl3) 6 8,48 (s, 1H), 7,25-7,14 (m, 4H), 7,04 (s, 1H), 6,72 (d, 1H), 6,07 (g, 1H), 5,45 (s, 1H), 4,07 (dd,
1H), 3,90 (d, 1H), 3,17-3,04 (m, 3H), 2,92 (m, 1H), 2,86 (d, 3H), 2,76 (dd, 1H), 2,53 (s, 3H), 2,33 (s, 3H), 1,70 (m,
2H), 1,12 (m, 1H), 0,94 (d, 3H), 0,87 (t, 3H).

De manera similar se prepar6 a partir de compuesto intermedio 4 y morfolina:

Ejemplo Comparativo 6

s

Gl

& i
o,,. G N\j
Y
4w .
(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-1-[( 1R)-1-(4,6-dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]-6-[(1S)-1-metilpropil]-
2,5-piperazinodiona

HPLC Rt = 2,94 minutos (gradiente 2); m/z [M+H]" = 519

RMN-'H (CDCls) & 8,34 (s, 1H), 7,25-7,15 (m, 4H), 7,09 (s, 1H), 6,71 (s, 1H), 6,21 (d, 1H), 4,14-4,07 (m, 2H), 3,73-
3,47 (m, 5H), 3,23-3,05 (m, 5H), 2,95-2,83 (m, 2H), 2,47 (dd, 1H), 2,58 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 1,56 (m, 1H), 0,94 (m,
1H), 0,86 (m, 1H), 0,68 (t, 3H), 0,44 (d, 3H).

Actividad biolégica

Los Ejemplos 1-6 de la presente invencion se testaron en todos los ensayos descritos mas adelante. En la Tabla 1,
mas adelante, se muestran los resultados para cada uno de los compuestos. La Tabla 1 incluye igualmente un com-
puesto X ara comparacion.

Ensayo 1
Determinacion de la afinidad antagonista a los receptores de la Oxitocina-1 humana usando FLIPR
Cultivo de células

Se mantuvieron células de ovario de hamster chino (CHO) adherentes, que expresan de manera estable el receptor
de la Oxitocina-1 humana (hOT), en cultivo en medio DMEM:F12 (Sigma, n° de catalogo D6421) suplementado con
suero vacuno fetal térmicamente inactivado al 10% (Gibco/Invitrogen,, n® de catalogo 01000-147), L-glutamina 2 mM
(Gibcol/Invitrogen, n°® de catalogo 25030-024) y 0,2 mg/ml de G418 (Gibco/Invitrogen, n° de catalogo 10131-027). Las
células se desarrollaron como monocapas bajo aire:CO;, 95%:5%, a 37°C y pases cada 3-4 dias, usando TrprET'VI
Express (Gibco/Invitrogen, n° de catalogo 12604-013).

Medicion de [Ca*']; usando el FLIPR™

Se sembraron células CHO-hOT en placas de 384 pocillos, de base transparente y paredes oscuras (Nunc), a una
densidad de 10.000 células por pocillo en medio de cultivo tal como se ha descrito anteriormente y se mantuvieron
durante una noche (aire:CO,, 95%:5%, a 37°C). Después de la eliminacion del medio de cultivo, las células se incu-
baron durante 1 hora a 37°C en medio de Tyrode (NaCl, 145 mM; KCI, 2,5 mM, HEPES, 10 mM; glucosa, 10 mM;
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MgCl,, 1,5 mM, CaCl; 1,5 mM) conteniendo probenacid (0,7 mg/ml), el indicador de calcio citoplasmico, Fluo-4 (4
uM; Teflabs, USA) y el agente de inactivacion Brilliant Black (250 uM; Molecular Devices, UK).A continuacion, las
células se incubaron durante un tiempo adicional de 30 minutos a 37°C o bien Unicamente con tampdn o bien con
tampon conteniendo antagonista OT, antes de colocarlas en un FLIPR™ (Molecular Devices, UK) para monitorizar la
fluorescencia de las células (Aex = 488 nm, Aem = 540 nm) antes y después de la adicion de una concentracion sub-
maxima de oxitocina (EC80).

Anélisis de datos

Las respuestas funcionales usando FLIPR se analizaron usando la Activity Base Version 5.0.10.
Ensayo 2

Ensayo de union de la oxitocina

Preparaciones

Se prepararon membranas a partir de células CHO que expresan receptores de oxitocina recombinante humana. La
preparacion de la membrana se congel6 en partes alicuotas a -70°C hasta su uso.

Protocolo de ensayo de union

Las membranas (~50 ug) se incubaron en 200 ul de tampo6n de ensayo (Tris 50 mM, MgCl, 10 mM y albumina de
suero bovino al 0,1%, pH 7,5) conteniendo ~2,4 nM de [3H]-oxitocina en la ausencia (unién total) o presencia (unién
no especifica) de oxitocina no marcada 1 uM e incrementando la concentracion de los compuestos en los Ejemplos
1 a6 o el compuesto comparador. Las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente durante 60 minutos.
Las reacciones se interrumpieron con 3 ml de tampdn enfriado en hielo y se filtraron a través de papel de filtro
Whatmann GF/C preagitado en polietilenoimina al 0,3%. Los filtros se lavaron 4 veces con 3 ml de tampdn usando
un recolector de células Brandel. Los filtros se contaron en 3 ml de fluido de centelleo Ready Safe (Beckman).

La union especifica representé aproximadamente el 90% de la union total.
Analisis de datos

Los valores de ICsp se determinaron a partir de los experimentos de union de competencia usando analisis de regre-
sion no lineal (Graph-Pad) y se convirtieron a Ki usando el procedimiento de Cheng y Prusoff, (1974). Los datos se
reportaron como valores medios.

Ensayo 3
Determinacion del aclaramiento intrinseco in vitro en microsomas

El tampdn de regeneracion NADP para uso en incubaciones se prepar6 el mimo dia del ensayo. Contenia 7,8 mg de
glucosa-6-fosfato (sal monosaddica), 1,7 mg de NADP y 6 Unidades de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa por 1 ml de
bicarbonato sodico al 2%. Se prepararon microsomas (humano, hembra; mono cynomolgus, hembra; perro, hembra;
rata, hembra) en tampdn fosfato pH 7,4 y conteniendo 0,625 mg de proteina/ml. Salvo que se establezca lo contra-
rio, todas las etapas posteriores se llevaron a cabo mediante un Tecan Genesis 150/8 RSP. Se preparé una solucién
madre 1,25 mM de los compuestos en acetonitrilo/agua, (1:1). Se agregaron 25 ul de la solucion madre 1,25 mM a
600 ul de acetonitrilo/agua, (1:1), para obtener una solucién 50 uM. Para cada especie, se agregaron soluciones 50
uM (10 ul) a microsomas (790 ul) en una microplaca (Porvair, 96 pocillos profundos, cuadrados). Se transfirieron 400
ul de la soluciéon microsomal conteniendo el compuesto a una microplaca (Porvair, 96 pocillos profundos, redondos)
y se precalentaron a 37°C durante 5 minutos antes del inicio de las incubaciones. Todas las incubaciones se inicia-
ron mediante la adicién de 100 ul de sistema de regeneracion NADP a los microsomas precalentados. Las mezclas
se incubaron a 37°C en un bloque de calentamiento Techne. Después de 0, 3, 6, 12 y 30 minutos de incubacion, se
tomaron partes alicuotas de 20ul y se agregaron a 100 ul de acetonitrilo conteniendo patrén interno.

Para la determinacion del indice de metabolismo, se realizaron incubaciones a una concentracién de compuesto de
0,5 uM y una concentracion de proteina de 0,5 mg/ml. La concentracién de disolvente en la incubacion fue del 0,5%.

Las concentraciones del compuesto de ensayo se determinaron mediante LS/MS/MS; los resultados se reportaron
como relaciones de area de pico de analito:patron interno.

El indice de desaparicion se calculd ajustando una disminucion exponencial simple a la curva concentracion-tiempo,
usando Excel y el aclaramiento intrinseco se calculd usando la formula siguiente:

Cli = [indice(lI/min) - 52,5 mg proteina/g higado] / 0,5 mg proteina/ml
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En los ensayos anteriores, se ensayaron los ejemplos 1 a 6 de la presente invencién e igualmente un compuesto
comparador X = (2R)-2-[(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-isobutil-2,5-dioxopiperazin-1-il]-N,N-dimetil-2-(6-me-
tilpiridin-3-il)etenamida (Ejemplo 209 en la Patente WO 03/053443).

Cuando se ensay6 el compuesto comparador X en los ensayos 1y 2, mostré una potencia similar a la mostrada por
los Compuestos 1 a 6 en la presente invencién; de hecho, cada uno de estos compuestos mostré unos fpKi de entre
8,1y 9,2 (Ensayo 1) y unos pki de entre 8,8 y 10,5 (Ensayo 2).

Sin embargo, los compuestos de la presente invencidon mostraron una sorprendente mejora en el aclaramiento
intrinseco in vitro en microsomas (Ensayo 3), cuando se compararon con el compuesto comparador X.

Tabla 1
Ensayo 3 Cl microsomal (ml/min/g)
Rata | Perro | Mono cynomolgus | Humano
Comparador X + + ++++ ++
Ejemplo Comparativo 1 + + T ¥
Ejemplo Comparativo 2 + + ++, +++ +. +
Ejemplo 3 + + + T
Ejemplo Comparativo 4 | +, + +, + +H+++, ++, +
Ejemplo Comparativo 5 + + +++ ¥
Ejemplo Comparativo 6 + + +++ ¥

Clave de la Tabla 1

+ corresponde a 1-8 ml/min/mg

++ corresponde a 9-15 ml/min/mg

+++ corresponde a 16-20 ml/min/mg

++++ corresponde a 21-30 ml/min/mg

+++++ corresponde a >31 ml/min/mg
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1)

®

en la que Ry es 2-indanilo, R, es 1-metipropilo, Rs es 2,6-dimetil-3-piridilo, R4 y Rs conjuntamente con el atomo de
nitrégeno al cual estan unidos representan morfolino, o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el cual el acido esta seleccionado entre: acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, fosforico, sulfrico, meta-
nosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, citrico, tartarico, lactico, pirtvico, acético, succini-
co, fumarico y maléico.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es (3R, 6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-1-((1R)-1-(2,6-
dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]-6-((1S)-metilpropil]-2,6-piperazinodiona o una sal de adiciéon de acido
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual el acido esta seleccionado entre: acido clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, fosfoérico, sulfurico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, citrico, tartarico,
lactico, piravico, acético, succinico, fumarico y maléico.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es (3R, 6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-1-((1R)-1-(2,6-
dimetil-3-piridinil)-2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]-6-((1S)-metilpropil]-2,6-piperazinodiona.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es la sal bencenosulfonato de (3R, 6R)-3-(2,3-dihidro-
1H-inden-2-il)-1-((1R)-1-(2,6-dimetil-3-piridinil }-2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]-6-((1 S)-metilpropil]-2,6-piperazinodiona.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto o una sal de adicién de acido farmacéuticamente
aceptable del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, conjuntamente con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

6. Un compuesto o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 4, para uso en terapia.

7. Un compuesto o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 4, para uso en terapia en seres humanos.

8. Uso de un compuesto o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la fabricacién de un medicamento para antagonizar los efectos de la
oxitocina sobre el receptor de la oxitocina.

9. Uso de un compuesto o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de una o mas
enfermedades o estados seleccionadas entre parto prematuro, dismenorrea, endometriosis, hiperplasia prostatica
benigna, disfuncion sexual, eyaculacion precoz, obesidad, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertensién arterial,
cirrosis hepatica, hipertension nefritica u ocular, trastorno obsesivo-compulsivo y trastornos neuropsiquiatricos.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que dicha una o mas enfermedades o estados estan seleccionadas
entre parto prematuro y eyaculacion precoz.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicha una o mas enfermedades o estados es endometriosis.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicha una o mas enfermedades o estados es hiperplasia
prostatica benigna.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicha una o mas enfermedades o estados es insuficiencia
cardiaca congestiva.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que dicha una o mas enfermedades o estados es dismenorrea.

15. Uso de un compuesto o una sal de adicidon de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o prevencion
de enfermedades o estados mediados a través de la accion de la oxitocina.

16. Un procedimiento de preparacion de un compuesto de formula (1) tal como se reivindica en la reivindicacion 1, el
cual comprende:
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(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula (l1)

' . 3

)

en la que Ry, Rz y R3 tienen los significados definidos en la reivindicacion 1 y la quiralidad en R3 es o bien R
o bien S o una mezclas de ellas, o un derivado activado del mismo, con la amina HNR4Rs, en la que Rs y Rs

5 tienen los significados definidos en la reivindicacion 1, bajo condiciones convencionales para la preparacion
de amidas a partir de un acido carboxilico o un derivado activado del mismo y una amina; o

(b) hacer reaccionar un compuesto de formula (l11)

[} R,
Ry, ({(N%/NHRS
H’Nw(ll;, O
R,

© )

en la que R4, Rz y R3 tienen los significados definidos en la reivindicacion 1 y Re es 2-hidroxifenilo con 1,1°-
10 carbonildiimidazol o 1,1’-tiocarbonildiimidazol en un disolvente adecuado y posterior reaccién del producto
asi formado con amina HNR4Rs, en la que R4 y Rs tienen los significados definidos en la reivindicacion 1.

17. Un compuesto que es hidrocloruro de acido {(3R,6R)-3-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-[(1S)-1-metilpropil]-2,5-
dioxo-1-piperazinil}(2,6-dimetil-3-piridinil)Jacético
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