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DESCRIPCION
Profarmaco de un inhibidor de ICE
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a un inhibidor de la enzima convertidora de interleucina-1p (ICE) novedoso en su
forma de profarmaco. El compuesto y las composiciones farmacéuticas del mismo son utiles como agentes para
tratar enfermedades mediadas por interleucina-1 (IL-1), apoptosis, factor inductor de interferon-y (IL-18) o interferon-y
(IFN-y), incluyendo enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, trastornos Oseos destructivos,
trastornos proliferativos, enfermedades infecciosas y enfermedades degenerativas. Esta invencion también se refiere
a procedimientos para inhibir la actividad de ICE y disminuir la produccion de 1L-18 y de IFN-y y a procedimientos
para tratar enfermedades mediadas por interleucina-1, apoptosis e interferén-y usando las composiciones de esta
invencion.

Antecedentes de la invencion

La interleucina-1 (IL-1) es una proteina principal proinflamatoria e inmunorreguladora que estimula la diferenciacion y
proliferacion de fibroblastos, la produccion de prostaglandinas, colagenasa y fosfolipasa por medio de células
sinoviales y condrocitos, desgranulacion basdfila y eosindfila y activacion neutrofila. Oppenheim, J.H. y col,,
Immunology Today, 7, pags. 45-56 (1986). Como tal, esta involucrada en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias crénicas y graves. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, IL-1 es tanto un mediador de
sintomas inflamatorios como de la destruccion del proteoglicano del cartilago en las articulaciones afectadas. Wood,
D.D. y col., Arthritis Rheum. 26, 975, (1983); Pettipher, E.J. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 71, 295 (1986);
Arend, W.P. y Dayer, J.M., Arthritis Rheum. 38, 151 (1995). IL-1 también es un agente de reabsorcion ésea muy
potente. Jandiski, J.J., J. Oral Path 17, 145 (1988); Dewhirst, F.E. y col., J. Immunol. 8, 2562 (1985). Como
alternativa se denomina "factor de activacion de osteoclastos" en enfermedades 6seas destructivas, tales como
osteoartritis y mieloma multiple. Bataille, R. y col., Int. J. Clin. Lab. Res. 21 (4), 283 (1992). En ciertos trastornos
proliferativos, tales como, por ejemplo, leucemia mielégena aguda y mieloma multiple, IL-1 puede promover el
crecimiento y adhesion de células tumorales. Bani, M.R., J. Natl. Cancer Inst. 83, 123 (1991); Vidal-Vanaclocha, F.,
Cancer Res. 54, 2667 (1994). En estos trastornos, IL-1 también estimula la produccién de ofras citocinas, tales como
IL-6, que pueden modular el desarrollo tumoral (Tartour y col., Cancer Res. 54, pag. 6243 (1994)). IL-1 se produce
predominantemente por medio de los monocitos en sangre periférica como una parte de la respuesta inflamatoria y
existe en dos formas agonistas distintas, IL-1a. e IL-1B. Mosley, B.S. y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 84, pags. 4572-
4576 (1987); Lonnemann, G. y col., Eur. J. Immunol., 19, pags. 1531-1536 (1989).

IL-1B se sintetiza como un precursor biolégicamente inactivo, pro-IL-1B. Pro-IL-1B carece de una secuencia lider
convencional y no se procesa por una sefial peptidasa. March, C.J., Nature, 315, pags. 641-647 (1985). En cambio,
pro-IL-1B se escinde por medio de la enzima convertidora de interleucina-13 (ICE) entre Asp-116 y Ala-117 para
producir el fragmento C terminal biolégicamente activo encontrado en el suero y liquido sinovial del ser humano.
Sleath, P.R. y col., J. Biol. Chem., 265, pags. 14526-14528 (1992); A.D. Howard y col., J. Immunol., 147, pags. 2964-
2969 (1991). ICE es una proteasa de cisteina localizada principalmente en los monocitos. Convierte al precursor de
IL-1B en su forma madura. Black, R.A. y col., FEBS Lett., 247, pags. 386-390 (1989); Kostura, M.J. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU., 86, pags. 5227-5231 (1989). El procesamiento por medio de ICE también es necesario para el
transporte de IL-1p a través de la membrana celular.

ICE (o caspasa-1) es un miembro de una familia de enzimas homologas llamadas caspasas. Estos homoélogos
tienen similitudes de secuencia en las regiones del sitio activo de las enzimas. Dichos homologos (caspasas)
incluyen TX (o ICEe.1 0 ICH-2) (caspasa-4) (Faucheu y col., EMBO J., 14, pag. 1914 (1995); Kamens J. y col., J.
Biol. Chem., 270, pag. 15250 (1995); Nicholson y col., J. Biol. Chem., 270, 15870 (1995)), TY (0 ICEe.i) (caspasa-5)
(Nicholson y col., J. Biol. Chem., 270, pag. 15870 (1995); ICH-1 (o Nedd-2) (caspasa-2) (Wang, L. y col., Cell, 78,
pag. 739 (1994)), MCH-2 (caspasa-6), (Fernandes-Alnemri, T. y col., Cancer Res., 55, pag. 2737 (1995)), CPP32 (o
YAMA o apopaina) (caspasa-3) (Fernandes-Alnemri, T. y col., J. Biol. Chem., 269, pag. 30761 (1994)); Nicholson,
D.W.y col., Nature, 376, pag. 37 (1995)), CMH-1 (o MCH-3) (caspasa-7) (Lippke y col., J. Biol. Chem., 271(4), pags.
1825-1828 (1996)); Fernandes-Alnemri, T. y col., Cancer Res., (1995)), Mch5 (caspasa-8) (Muzio, M. y col., Cell
85(6), 817-827, (1996)), MCH-6 (caspasa-9) (Duan, H. y col., J. Biol. Chem., 271(34), pags. 16720-16724 (1996)),
Mch4 (caspasa-10) (Vincenz, C y col., J. Biol. Chem., 272, pags. 6578-6583 (1997); Fernandes-Alnemri, T. y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 93, pags. 7464-7469 (1996)), Ich-3 (caspasa-11) (Wang, S. y col., J. Biol. Chem., 271, pags.
20580-20587 (1996)), mCASP-12 (caspasa-12), (Van de Craen, M. y col., FEBS Lett. 403, pags. 61-69 (1997); Yuan,
Y. y Miura, M. Publicacion PCT W095/00160 (1995)), ERICE (caspasa-13), (Humke, E.W. y col., J. Biol. Chem., 273
(25) pags. 15702-15707 (1998)) y MICE (caspasa-14) (Hu, S. y col., J. Biol. Chem., 273 (45) pags. 29648-29653
(1998)).

Cada uno de estos homologos de ICE, asi como la misma ICE, tiene la capacidad de inducir la apoptosis cuando se
sobreexpresan en lineas celulares transfectadas. La inhibicion de uno o mas de estos homologos con el inhibidor
peptidilo de ICE Tyr-Val-Ala-Asp-clorometilcetona, produce la inhibiciéon de la apoptosis en células primarias o en
lineas celulares. Lazebnik y col., Nature, 371, pag. 346 (1994).
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Parece ser que las caspasas también estan involucradas en la regulacion de la muerte celular programada o la
apoptosis. Yuan, J. y col., Cell, 75, pags. 641-652 (1993); Miura, M. y col., Cell, 75, pags. 653-660 (1993); Nett-
Fiordalisi, M.A. y col., J. Cell Biochem, 17B, pag. 117 (1993). En particular, se piensa que la ICE o los homdlogos de
ICE se encuentran asociados con la regulacion de la apoptosis en enfermedades neurodegenerativas, tales como la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Marx, J. y M. Baringa, Science, 259, pags. 760-762 (1993);
Gagliardini, V. y col., Science, 263, pags. 826-828 (1994). Recientemente también se ha demostrado que la
inhibicién de las caspasas es eficaz en un modelo murino de esclerosis lateral amiotréfica. Li, M. y col.; Science,
288, pags. 335-339 (2000). Las aplicaciones terapéuticas para la inhibicion de la apoptosis pueden incluir, entre
otros, tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ictus, infarto de miocardio, atrofia
espinal y envejecimiento.

Se ha demostrado que ICE interviene en la apoptosis (muerte celular programada) en ciertos tipos de tejidos. Steller,
H., Science, 267, pag. 1445 (1995); Whyte, M. y Evan, G., Nature, 376, pag. 17 (1995); Martin, S.J. y Green, D.R.,
Cell, 82, pag. 349 (1995); Alnemri, E.S. y col., J. Biol. Chem., 270, pag. 4312 (1995); Yuan, J. Curr. Opin. Cell Biol.,
7, pag. 211 (1995). Un raton transgénico con una alteracion del gen ICE es deficiente en la apoptosis mediada por
Fas (Kuida, K. y col., Science 267, 2000 (1995)). Esta actividad de ICE es distinta de su funcién como enzima
procesadora para pro-IL-1f3. Se puede pensar que en ciertos tipos de tejidos, la inhibicion de ICE puede no afectar la
secrecion de IL-1B madura, pero puede inhibir la apoptosis.

La ICE enzimaticamente activa se ha descrito previamente como un heterodimero compuesto por dos subunidades,
p20 y p10 (peso molecular de 20 kDa y 10 kDa, respectivamente). Estas subunidades se obtienen a partir de una
proenzima de 45 kDa (p45) por medio de una forma p30, a través de un mecanismo de activacion que es
autocatalitico. Thornberry, N.A. y col., Nature, 356, pags. 768-774 (1992). La proenzima ICE se ha dividido en varios
dominios funcionales: un prodominio (p14), una subunidad p22/20, un polipéptido de union y una subunidad p10.
Thornberry y col., anteriormente; Casano y col., Genomics, 20, pags. 474-481 (1994).

Se ha caracterizado p45 de longitud completa por sus secuencias de ADNc y de aminoacidos. Solicitudes de
Patente PCT WO 91/15577 y WO 94/00154. También se conocen el ADNc y la secuencia de aminoacidos de p20 y
p10. Thornberry y col., anteriormente. También se ha realizado la secuencia y clonacién de la ICE murina y de ratas.
Tienen una elevada homologia con la secuencia aminoacidica y de acidos nucleicos de la ICE humana. Miller, D.K. y
col., Ann. N.Y. Acad. Sci., 696, pags. 133-148 (1993); Molineaux, S.M. y col., Proc. Nat. Acad. Sci., 90, pags. 1809-
1813 (1993). Se ha determinado la estructura tridimensional de ICE a una resolucion atdmica por cristalografia de
rayos X. Wilson, K.P. y col., Nature, 370, pags. 270-275 (1994). La enzima activa existe como un tetramero de dos
subunidades p20 y dos p10.

Recientemente, ICE y otros miembros de la familia ICE/CED-3 se han vinculado a la conversién de pro-IL-18 en IL-
18 o a la produccion de IFN-y in vivo (Solicitud PCT PCT/US96/20843, N.° de publicacion WO 97/22619, que se
incorpora en este documento por referencia). La IL-18 se sintetiza in vivo como la proteina precursora "pro-IL-18".

La interleucina-18 (IL-18), anteriormente conocida como factor inductor de interferon gamma, (IGIF) es un
polipéptido de aproximadamente 18 kDa que estimula la produccion de linfocitos T de interferén gamma (IFN-y). IL-
18 se produce por medio de células Kupffer activadas y macrografos in vivo y se exporta fuera de dichas células tras
la estimulaciéon de endotoxinas. Al igual que IL-1B, IL-18 se sintetiza como una molécula precursora biolégicamente
inactiva carente de un uUnico péptido, que requiere escision en una molécula madura y activa por la enzima
convertidora de IL-1B. Dinerello, C.A. Methods, 19, pags. 121-132 (1999). Por lo tanto, un compuesto que disminuye
la produccién de IL-18 seria util como un inhibidor de la estimulaciéon de dichos linfocitos T que, a su vez, reduciria
los niveles de produccion de IFN-y por medio de esas células.

IFN-y es una citocina con efectos inmunomoduladores sobre una diversidad de células inmunes. En particular, IFN-y
esta implicada en la activacion de macrofagos y en la seleccion de linfocitos Th1 (F. Belardelli, APMIS, 103, pag. 161
(1995)). IFN-y ejerce sus efectos en parte por medio de la modulacion de la expresion de genes a través de las rutas
STAT e IRF (C Schindler y J. E. Darnell, Ann. Rev. Biochem., 64, pag. 621 (1995); T. Taniguchi, J. Cancer Res. Clin.
Oncaol., 121, pag. 516 (1995)).

Los ratones que carecen de IFN-y o de su receptor tienen multiples defectos en la funcién de células inmunes y son
resistentes al choque endotoxico (S. Huang y col., Science, 259, pag. 1742 (1993); D. Dalton y col., Science, 259,
pag. 1739 (1993); B. D. Car y col., J. Exp. Med., 179, pag. 1437 (1994)). Junto con IL-12, IL-18 parece ser un
potente inductor de la produccién de IFN-y por medio de los linfocitos T (H. Okamura y col., Infection and Immunity,
63, pag. 3966 (1995); H. Okamura y col., Nature, 378, pag. 88 (1995); S. Ushio y col., J. Immunol., 156, pagina 4274
(1996)).

Se ha demostrado que IFN-y contribuye a la patologia asociada con una diversidad de enfermedades y trastornos
inflamatorios, infecciosos y autoinmunes. Por lo tanto, los compuestos que tienen la capacidad de disminuir la
produccion de IFN-y serian Utiles para mejorar los efectos de las patologias relacionadas con el IFN-y.

Por consiguiente, las composiciones y los procedimientos que tienen la capacidad de regular la conversién de pro-
IL-18 a IL-18 seran utiles para disminuir la produccion de IL-18 y de IFN-y in vivo y por lo tanto, para mejorar los
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efectos perjudiciales de estas proteinas que contribuyen a trastornos y enfermedades en los seres humanos.

Los inhibidores de caspasa representan una clase de compuestos Utiles para controlar la inflamacién o la apoptosis,
o0 ambas. Se han descrito péptidos y inhibidores peptidilo de ICE (Solicitudes de Patente PCT WO 91/15577, WO
93/05071, WO 93/09135, WO 93/12076, WO 93/14777,1 WO 93/16710, WO 95/35308, WO 96/30395, WO 96/33209
y WO 98/01133; Solicitudes de Patentes Europeas 503 561, 547 699, 618 223, 623 592 y 623 606; y las Patentes de
Estados Unidos N.%°: 5.434.248, 5.710.153, 5.716.929 y 5.744.451. Se ha observado que dichos inhibidores peptidilo
de ICE bloquean la produccion de IL-13 madura en un modelo de inflamacién en raton (véase a continuacion) y
suprimen el crecimiento de células de leucemia in vitro (Estrov y col., Blood, 84, 380a (1994)). Sin embargo, debido a
su naturaleza peptidica, dichos inhibidores tipicamente se caracterizan por presentar propiedades farmacolégicas
indeseables, tales como una escasa penetracion celular y actividad celular, una escasa absorcion por via oral,
inestabilidad y un rapido metabolismo. Plattner, J.J. y D.W. Norbeck, en Drug Discovery Technologies, C.R. Clark y
W. H. Moos, Eds. (Ellis Horwood, Chichester, Inglaterra, 1990), pags. 92-126. Estas propiedades han dificultado su
desarrollo para lograr medicamentos eficaces.

También se ha indicado que los compuestos no peptidilos inhiben la ICE in vitro. Solicitud de Patente PCT WO
95/26958; Patente de Estados Unidos 5.552.400; Dolle y col., J. Med. Chem., 39, pags. 2438-2440 (1996). Sin
embargo, no queda claro si estos compuestos tienen los perfiles farmacologicos adecuados como para ser
terapéuticamente utiles.

El documento WO 99/47545 describe una nueva clase de inhibidores de caspasa los cuales se indica que poseen un
perfil favorable in vivo. Estos inhibidores se representan por la férmula:

2 5
R O R RS RS
N
Y

en la que X, Y, R'-R® son diversos sustituyentes. Entre los muchos ejemplos de esta clase de inhibidores, se

describe la siguiente estructura:
0]
N O
N 0)
H
H,N O o™ ;
Cl

98d

Como se conoce en la técnica, la biodisponibilidad de los compuestos dentro de una clase estructural es dificil de
predecir. Las modificaciones estructurales relativamente de poca importancia, con frecuencia tienen un gran impacto
en la absorcién de un compuesto, su nivel de concentracion en sangre y/o su semivida. Por ejemplo, dichas
variaciones en la biodisponibilidad pueden observarse a partir de los datos que se encuentran en el documento WO
99/47545. En consecuencia, los compuestos estructuralmente relacionados que tienen una potencia muy buena in
vitro pueden presentar variaciones con respecto a su eficacia terapéutica.

Aunque se ha logrado un progreso en la mejora de la biodisponibilidad de los inhibidores de ICE, continta la
necesidad de identificar y desarrollar compuestos que puedan inhibir de manera eficaz las caspasas que tengan una
actividad in vivo mejorada. Dichos compuestos serian utiles como agentes para la prevencion y el tratamiento de
formas crénicas y agudas de enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y, asi como de enfermedades
inflamatorias, autoinmunes, 6seas destructivas, proliferativas, infecciosas o degenerativas.

Descripcion de la invencion

Esta invencion proporciona un nuevo compuesto de un profarmaco inhibidor de ICE con una biodisponibilidad
sorprendentemente buena en mamiferos. El compuesto se representa por la formula I:
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0 | o
N
» 0
HoN O 6P
Cl H ol 1.

El compuesto | puede usarse solo o en combinacidon con otros agentes terapéuticos o profilacticos, tales como
antibioticos, inmunomoduladores u otros agentes antiinflamatorios, para el tratamiento o prevencion de
enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y. Esta invencion también se refiere a sales del compuesto.

El propio compuesto | es un profarmaco que experimenta la bioconversién en un inhibidor de ICE activo Il:

o
N
] —— , OH
HaN © 67>N"“cHo
H ICE-1I

El compuesto | tiene una mejor actividad in vivo tras la administracion oral o intravenosa que la forma de partida o
activa del farmaco. La forma activa, aldehido aspartico ICE-Il, muestra una actividad in vivo menor que el valor
6ptimo, principalmente debido a su escasa biodisponibilidad y por lo tanto, no es adecuada para un uso terapéutico
directo. Generalmente, una escasa biodisponibilidad puede originarse por cualquiera de las siguientes razones: la
forma activa no es estable en el intestino del animal después de su ingestion, no se absorbe adecuadamente a
través del intestino y/o no se administra correctamente al compartimento biolégico (por ejemplo, al cerebro o al
sistema linfatico) al que esta destinado. Mientras que el profarmaco | muestra una biodisponibilidad mejorada con
respecto a su forma activa Il, esta invencion no se limita a ningln mecanismo en particular mediante el cual la
biodisponibilidad mejore.

Los Solicitantes estudiaron varios inhibidores de profarmacos de ICE, incluyendo los ejemplos enumerados en el
documento WO 99/47545 que se ha mencionado anteriormente. La biodisponibilidad se determiné cuantificando la
cantidad de inhibidor de ICE en el plasma de ratas después de una administracién oral, como se describe a
continuacion. Se descubrié que el compuesto | tenia una biodisponibilidad inesperadamente mejorada con respecto
a otros profarmacos inhibidores de ICE probados, incluyendo algunos que se encontraban estrechamente
relacionados en cuanto a su estructura.

La estructura del compuesto | representado en este documento pretende incluir todas las formas estereoquimicas
del compuesto; es decir, las configuraciones R y S para cada centro asimétrico.

Un isémero es un compuesto I-A que tiene la configuracion "S" en el carbono que lleva el grupo terc-butilo, tiene la
configuracion "S" en la posicion 2 del anillo de prolina, tiene la configuracion "S" en la posicion 3 del anillo de
furanona y tiene la configuracion "R" en la posicion 2-etoxi del anillo de furanona, como se muestra a continuacion:

1 O
NN s)
H (o) (S) O
ci H

0~ La.

Otro isémero preferido es el compuesto I-B (es decir, el compuesto de la presente invencién como se reivindica en la
reivindicacion 1):



10

ES 2 548 869 T3

7 0
H e}
H,N % o7 N

-

S

Q

La presente invencion se refiere también a sales farmacéuticamente aceptables del compuesto I-B.

A menos que se indique otra cosa, las estructuras representadas en este documento también pretenden incluir
compuestos que difieren solamente en la presencia de uno o mas atomos enriquecidos con isétopos. Por ejemplo,
estan dentro del alcance de esta invencién los compuestos que tienen las presentes estructuras excepto por el

reemplazo de un hidrégeno por medio de un deuterio o tritio, o el reemplazo de un carbono por medio de un carbono
enriquecido 3¢ o ™c.

El compuesto de esta invencion puede prepararse en general mediante procedimientos conocidos por los expertos
en la técnica para los compuestos analogos, como se ilustra por el esquema general a continuaciéon y por los
ejemplos preparativos a continuacion:

Esquema sintético ilustrativo para el compuesto I-A
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a 0o b
OH ——> J OH —_
HoN (0] l':ll
@)
1 2
(@]
2 0
X7 07 N N E—— N —_—
I 2 H 0 J( (I : o e nJ<
O ‘O' ll2l‘ I S
Cl
3 L]
4
O 0
N £ N 0
N F—— N
H § H 3 o]
HoN O~ "OH HoN O~ °N
Cl Cl H o/
5 I-A
(0] 0O
X s
(o] —_— O
\/\O H H,N
o o/
6 7
Reactivos

a) Cbz-Cl, NaHCOs3; b) H-Pro-OtBu, EDC, HOBT; c) Pd al 10 %/C, H; d) acido 4-amino-clorobenzoico, EDC, DIPEA,;
e) TFA; f) 7, EDC, HOBT, DIPEA; g) DMBA, Pd(PPhs)a.

Se cree que algunos de los intermedios que son Utiles en la elaboracion del compuesto | son novedosos. Por
consiguiente, una realizacion de esta invencion se refiere a los compuestos representados por la formula Il:

o)
N N
H
HoN O o7 or

Cl IT

en la que R se selecciona entre hidrégeno o un radical inorganico, preferiblemente hidrégeno o un alquilo Ci.12,
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mucho mas preferiblemente hidrégeno o ferc-butilo. Se entiende que el resto del radical organico es un grupo que no
presenta reactividad hacia los demas grupos funcionales del compuesto II.

Se entiende que el compuesto Il incluye cualquiera de los cuatro estereoisémeros posibles, asi como mezclas de los
mismos. Un isdmero preferido de Il se representa por la formula lI-A:

0
N N
H
H,N O 0% or
cl II-A

en la que R es como se ha descrito anteriormente, segun se reivindica en las reivindicaciones 7-8 adjuntas a la
presente.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién comprenden un compuesto de férmula I-B o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones pueden
comprender opcionalmente un agente terapéutico adicional. Dichos agentes incluyen, pero sin limitacién, un agente
antiinflamatorio, un inhibidor de metaloproteinasas de matriz, un inhibidor de lipoxigenasa, un antagonista de
citocina, un inmunosupresor, un agente anticanceroso, un agente antivirico, una citocina, un factor de crecimiento,
un inmunomodulador, una prostaglandina o un compuesto antihiperproliferacion vascular.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo no téxico que puede administrarse a
un paciente, junto con un compuesto de esta invencién y que no destruye la actividad farmacéutica del mismo.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en las composiciones farmacéuticas de esta
invencion incluyen, pero sin limitacion, intercambiadores de iones, aliumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas
de suero tales como albumina de suero humano, sustancias tamponantes tales como fosfatos, glicina, acido sérbico,
sorbato potasico, mezclas parciales de glicéridos de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos,
tales como sulfato de protamina, hidrégeno fosfato disédico, hidrégeno fosfato potasico, cloruro sédico, sales de
cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias con base de celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sddica, poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, grasa de lana y
sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes (SEDDS), tales como a-tocoferol, succinato de
polietilenglicol 1000 u otras matrices de administracion poliméricas similares.

En la composicién farmacéutica que comprende solamente un compuesto de férmula | como el componente activo,
los procedimientos de administracion de estas composiciones pueden comprender adicionalmente la etapa de
administrar al sujeto un agente adicional. Dichos agentes incluyen, pero sin limitacion, un agente antiinflamatorio, un
inhibidor de metaloproteinasas de matriz, un inhibidor de lipoxigenasa, un antagonista de citocina, un
inmunosupresor, un agente anticanceroso, un agente antivirico, una citocina, un factor de crecimiento, un
inmunomodulador, una prostaglandina o un compuesto antihiperproliferacion vascular.

La expresion "cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz en el tratamiento o mejora de las
enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y en un paciente. La expresion "cantidad profilacticamente
eficaz" se refiere a una cantidad eficaz en prevenir o disminuir sustancialmente enfermedades mediadas por IL-1,
apoptosis, IL-18 o IFN-y en un paciente.

Los compuestos de esta invencion pueden emplearse de forma convencional para controlar los niveles de IL-18 y
IFN-y in vivo y para tratar enfermedades o para reducir el avance o la gravedad de los efectos que estan mediados
por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y. Dichos procedimientos de tratamiento, sus niveles de dosificacion y sus requisitos,
pueden seleccionarse por los expertos en la técnica a partir de los procedimientos y técnicas disponibles.

Por ejemplo, un compuesto de esta invencion puede combinarse con un adyuvante farmacéuticamente aceptable
para su administracion a un paciente que padece una enfermedad mediada por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y en una
forma farmacéuticamente aceptable y en una cantidad eficaz para disminuir la gravedad de esa enfermedad.

Como alternativa, los compuestos de esta invencidon pueden usarse en composiciones y procedimientos para el
tratamiento o proteccion de individuos frente a enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y en
periodos de tiempo prolongados. Los compuestos pueden emplearse en dichas composiciones bien solos o bien
junto con otros compuestos de esta invencion de una forma coherente con la utilizacion convencional de inhibidores
de enzimas en composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, un compuesto de esta invencidon puede combinarse con
adyuvantes farmacéuticamente aceptables que se emplean convencionalmente en vacunas y se administran en
cantidades profilacticamente eficaces para proteger a los individuos durante un periodo de tiempo prolongado frente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 869 T3

a enfermedades mediadas por IL-1-, apoptosis, IL-18 o IFN-y.

Los compuestos de férmula | también pueden coadministrarse con otros inhibidores de caspasas o ICE para
incrementar el efecto de terapia o profilaxis frente a diversas enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o
IFN-y.

Ademas, los compuestos de esta invencion pueden usarse bien en combinacién con agentes antiinflamatorios
convencionales o bien en combinacion con inhibidores de metaloproteinasas de matriz, inhibidores de lipoxigenasa y
antagonistas de citocinas diferentes de IL-1p.

Los compuestos de esta invencién también pueden administrarse en combinacion con inmunomoduladores (por
ejemplo, bropirimina, anticuerpo anti-interferéon alfa humano, IL-2, GM-CSF, encefalina metionina, interferén-alfa,
ditiocarbamato de dietilo, factor de necrosis tumoral, naltrexona y EPO), con prostaglandinas o con agentes
antiviricos (por ejemplo, 3TC, polisacaridos polisulfatados, ganiclovir, ribavirina, aciclovir, interferén alfa,
trimetotrexato y fanciclovir) o profarmacos de estos compuestos o de compuestos relacionados para prevenir o
combatir los sintomas de enfermedades mediadas por IL-1 tales como inflamacion.

Cuando los compuestos de esta invencion se administran en terapias de combinacion junto con otros agentes,
pueden administrarse secuencialmente o al mismo tiempo al paciente. Como alternativa, las composiciones
farmacéuticas o profilacticas de acuerdo con esta invencién, comprenden una combinacion de un compuesto de
férmula I-B y otro agente terapéutico o profilactico.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden administrarse por via oral, parenteral, por pulverizacion
de inhalacion, topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depdsito implantado. Se prefiere la administracion
oral. Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden contener cualesquiera transportadores,
adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables no téxicos. En algunos casos, el pH de la formulacion puede
ajustarse con acidos, bases o tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la estabilidad del compuesto
formulado o de su forma de administracién. El término parenteral como se usa en este documento incluye técnicas
de administracion por inyeccién o infusidon subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,
intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional e intracraneal.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de preparacion inyectable estéril, por ejemplo, en forma de
una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension puede formularse de acuerdo con las
técnicas conocidas en la técnica usando agentes dispersantes o humectantes adecuados (tales como, por ejemplo,
Tween 80) y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo, en forma de una
solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran
manitol, agua, solucién de Ringer y solucion isotonica de cloruro sédico. Ademas, los aceites fijos, estériles se
emplean de forma convencional como un disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede usarse cualquier
aceite fijo insipido, incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como acido oleico y sus
derivados glicéridos son utiles en la preparacion de inyectables, debido a que son aceites naturales
farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus versiones
polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o dispersante de
alcohol de cadena larga, tal como los descritos en la Farmacopea Helvética, o un alcohol similar.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse por via oral en cualquier forma
farmacéutica oralmente aceptada incluyendo, pero sin limitacion, capsulas, comprimidos y suspensiones y
soluciones acuosas. En el caso de comprimidos para su uso oral, los vehiculos que se usan cominmente incluyen
lactosa y almidén de maiz. También se afiaden tipicamente agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio.
Para la administracion oral en una forma de capsulas, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidén de maiz seco.
Cuando las suspensiones y las soluciones acuosas y el propilenglicol se administran por via oral, el ingrediente
activo se combina con agentes emulsionantes y agentes de suspension. Si se desea, pueden afiadirse determinados
agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion también pueden administrarse en forma de supositorios para su
administracion rectal. Estas composiciones pueden prepararse mezclando un compuesto de esta invencién con un
excipiente no irritante adecuado que es sdlido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y por lo
tanto se fundira en el recto para liberar los componentes activos. Dichos materiales incluyen, pero sin limitacion,
manteca de cacao, cera de abejas y polietilenglicol.

La administracién tépica de las composiciones farmacéuticas de esta invencidén es especialmente Gtil cuando el
tratamiento deseado involucra areas u 6rganos facilmente accesibles por medio de una aplicacién tépica. Para una
aplicacion tépica a la piel, la composicion farmacéutica debera estar formulada con un ungiiento adecuado que
contenga los componentes activos en suspension o en disoluciéon en un vehiculo. Los vehiculos para la
administracion topica de los compuestos de esta invencion incluyen, pero sin limitacion, aceite mineral, petroleo
liquido, vaselina, propilenglicol, compuesto de polioxietileno polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Como
alternativa, la composicion farmacéutica puede formularse con una locién o crema adecuada que contenga el
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compuesto activo en suspensién o en disolucién en un vehiculo. Los vehiculos adecuados incluyen, pero sin
limitacién, aceite mineral, monoestearato de sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-
octildodecanol, alcohol bencilico y agua. Las composiciones farmacéuticas de esta invencion también pueden
aplicarse por via topica al tracto intestinal bajo por medio de una formulacién en forma de supositorio o una
formulacién en forma de un enema adecuado. Los parches transdérmicos de administracion por via tépica también
se incluyen en esta invencion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse por medio de un aerosol nasal o por
inhalacion. Dichas composiciones se preparan de acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica de la formula
farmacéutica y pueden prepararse en forma de soluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros
conservantes adecuados, promotores de la absorciéon para mejorar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/u otros
agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.

Los niveles de dosificacion de entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia,
preferiblemente entre 0,5 y aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal por dia y lo mas preferiblemente entre
aproximadamente 1 y 50 mg/kg de peso corporal por dia del compuesto del ingrediente activo son utiles en una
monoterapia para la prevencion y el tratamiento de enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y,
incluyendo uveitis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, trastornos &seos destructivos,
trastornos proliferativos, enfermedades infecciosas, enfermedades degenerativas, enfermedades necrosantes,
peritonitis inflamatoria, osteoartritis, pancreatitis aguda, pancreatitis crénica, asma, sindrome de dificultad respiratoria
del adulto, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia, tiroiditis cronica,
enfermedad de Graves, gastritis autoinmune, diabetes mellitus (Tipo 1) dependiente de insulina, anemia hemolitica
autoinmune, neutropenia autoinmune, trombocitopenia, hepatitis activa crénica, miastenia gravis, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, psoriasis, dermatitis atopica, enfermedad de injerto contra huésped,
osteoporosis, trastorno 6seo relacionado con mieloma multiple, leucemias y trastornos relacionados, sindrome
mielodisplasico, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena cronica, melanoma metastatico, sarcoma de
Kaposi, mieloma multiple, sepsis, choque séptico, Shigelosis, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
isquemia cerebral, isquemia miocardica, infarto de miocardio, fallo cardiaco congestivo, enfermedad de Huntington,
ateroesclerosis, atrofia muscular espinal, esclerosis multiple, encefalitis relacionada con SIDA, encefalitis relacionada
con VIH, envejecimiento, alopecia, lesiéon neuroldgica debido a ictus, colitis ulcerosa, hepatitis infecciosa, diabetes
juvenil, liquen plano, dermatomiositis aguda, eczema, cirrosis primaria, uveitis, enfermedad de Behcet, enfermedad
atopica de la piel, aplasia pura de globulos rojos, anemia aplasica, esclerosis lateral amiotréfica, sindrome nefrético y
enfermedades sistémicas o enfermedades con efectos localizados en el higado u otros érganos que tienen un
componente inflamatorio o apoptético ocasionado por el exceso de ingestion alcohdlica en la dieta o por virus, tales
como VHB, VHC, VHG, virus de la fiebre amarilla, virus de la fiebre del dengue y virus de la encefalitis Japonesa.

Tipicamente, las composiciones farmacéuticas de esta invencién se administraran de aproximadamente 1 a 5 veces
por dia o como alternativa, en forma de una infusion continua. Dicha administracién puede usarse como una terapia
cronica o aguda. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con los materiales vehiculo para producir
una forma farmacéutica Unica variara dependiendo del huésped tratado y del modo particular de administracion. Una
preparacion tipica contendra de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 95 % del compuesto activo (p/p).
Preferiblemente, dichas preparaciones contienen de aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 80 % del
compuesto activo.

Cuando las composiciones de esta invencion comprenden una combinacién de un compuesto de férmula I-B y uno o
mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el compuesto como el agente adicional deben
encontrarse presentes en niveles de dosificacion de entre aproximadamente el 10 % al 80 % de la dosis
administrada normalmente en un régimen de monoterapia.

Tras la mejora de la afeccion de un paciente, puede administrarse una dosis de mantenimiento de un compuesto,
composicién o combinacion de esta invencién, en caso de que sea necesario. Posteriormente, la dosis o frecuencia
de administracion, o ambas, pueden reducirse en funcién de los sintomas, a un nivel en el que se sostenga la
condicion de mejoria. Cuando los sintomas se han aliviado al nivel deseado, el tratamiento debe de cesar. Sin
embargo, los pacientes pueden necesitar un tratamiento intermitente en una base a largo plazo en caso de cualquier
recurrencia o sintomas de enfermedad.

Como apreciaran los expertos en la técnica, pueden requerirse dosis mas bajas o mas elevadas de las que se han
enunciado anteriormente. La dosificacion especifica y los regimenes de tratamiento especificos para cualquier
paciente en particular, dependeran de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la edad, peso corporal, estado general de salud, sexo, dieta, tiempo de administracion, tasa de excrecion,
combinacién de farmacos, la gravedad y fase de la enfermedad y la disposicion del paciente a la enfermedad y el
criterio del médico tratante.

Las enfermedades mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse con los compuestos de esta
invencion incluyen, pero sin limitacion, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, trastornos
proliferativos, enfermedades infecciosas y enfermedades degenerativas. Las enfermedades mediadas por apoptosis
que pueden tratarse o prevenirse por medio de los compuestos de esta invencion incluyen enfermedades
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degenerativas.

Las enfermedades inflamatorias mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion osteoartritis, pancreatitis aguda, pancreatitis cronica, asma y sindrome de dificultad respiratoria del adulto.
Preferiblemente, la enfermedad inflamatoria es osteoartritis o pancreatitis aguda.

Las enfermedades autoinmunes mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia, tiroiditis crénica,
enfermedad de Graves, gastritis autoinmune, diabetes mellitus (Tipo 1) dependiente de insulina, anemia hemolitica
autoinmune, neutropenia autoinmune, trombocitopenia, hepatitis activa crénica, miastenia gravis, esclerosis multiple,
enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, psoriasis, dermatitis atopica y enfermedad de injerto
contra huésped. Preferiblemente la enfermedad autoinmune es artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del
intestino, enfermedad de Crohn, psoriasis o dermatitis atépica.

Los trastornos 6seos destructivos mediados por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion, osteoporosis y trastorno dseo relacionado con mieloma multiple.

Las enfermedades proliferativas mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacién, leucemias y trastornos relacionados, tales como sindrome mielodisplasico, leucemia mielégena aguda,
leucemia mieldégena crénica, melanoma metastatico, sarcoma de Kaposi y mieloma multiple.

Las enfermedades infecciosas mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion, sepsis, choque séptico y Shigelosis.

Las enfermedades degenerativas o necrosantes mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse prevenirse por
los compuestos de esta invencion incluyen, pero sin limitacion, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
isquemia cerebral e isquemia miocardica. Preferiblemente, la enfermedad degenerativa es enfermedad de
Alzheimer.

Las enfermedades degenerativas mediadas por IL-1 o apoptosis que pueden tratarse o prevenirse con los
compuestos de esta invencion incluyen, pero sin limitacion, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
isquemia cerebral, isquemia miocardica, atrofia muscular espinal, esclerosis multiple, encefalitis relacionada con
SIDA, encefalitis relacionada con VIH, envejecimiento, alopecia y lesion neuroldgica debida a ictus.

Otras enfermedades que tienen un componente inflamatorio o apoptético pueden tratarse o prevenirse con los
compuestos de esta invencion. Dichas enfermedades pueden ser enfermedades sistémicas o enfermedades con
efectos localizados en el higado u otros 6rganos y pueden estar originadas, por ejemplo, por una excesiva ingestion
alcohdlica en la dieta, o bien por virus, tales como VHB, VHC, VHG, virus de la fiebre amairilla, virus de la fiebre del
dengue vy el virus de la encefalitis japonesa.

Las enfermedades mediadas por IL-18 o IFN-y que pueden tratarse o prevenirse por los compuestos de esta
invencion incluyen, pero sin limitacion, afecciones inflamatorias, infecciosas, autoinmunes, proliferativas,
neurodegenerativas o necrosantes.

Las enfermedades inflamatorias mediadas por IL-18 o IFN-y que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacién, osteoartritis, pancreatitis aguda, pancreatitis cronica, asma, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria
del intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, isquemia cerebral, isquemia miocardica y sindrome de dificultad
respiratoria del adulto. Preferiblemente, la enfermedad inflamatoria es artritis reumatoide, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, hepatitis o el sindrome de dificultad respiratoria del adulto.

Las enfermedades infecciosas mediadas por IL-18 o IFN-y que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion, hepatitis infecciosa, sepsis, choque séptico y Shigelosis.

Las enfermedades autoinmunes mediadas por IL-18 o IFN-y que pueden tratarse o prevenirse incluyen, pero sin
limitacion, glomerulonefritis, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia, tiroiditis cronica, enfermedad de Graves,
gastritis autoinmune, diabetes mellitus (Tipo |) dependiente de insulina, diabetes juvenil, anemia hemolitica
autoinmune, neutropenia autoinmune, trombocitopenia, miastenia gravis, esclerosis multiple, psoriasis, liquen plano,
enfermedad del injerto contra huésped, dermatomiositis grave, eczema, cirrosis primaria, hepatitis, uveitis,
enfermedad de Behcet, enfermedad atdpica de la piel, aplasia pura de glébulos rojos, anemia aplasica, esclerosis
lateral amiotréfica y sindrome nefrético. Preferiblemente, la enfermedad autoinmune es glomerulonefritis, diabetes
mellitus (Tipo |) dependiente de insulina, diabetes juvenil, soriasis, enfermedad del injerto contra huésped o hepatitis.

Las enfermedades o afecciones mas preferidas que pueden tratarse o prevenirse incluyen: artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, peritonitis inflamatoria,
esclerosis lateral amiotréfica, choque séptico, pancreatitis, lesion cerebral traumatica, rechazo al transplante de
organos, osteoporosis, osteoartritis, asma, uveitis, psoriasis, enfermedad de Alzheimer, infarto de miocardio, fallo
cardiaco congestivo, enfermedad de Huntington, ateroesclerosis, dermatitis atépica o leucemias y trastornos
relacionados, tales como sindrome mielodisplasico o mieloma muiltiple.
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Por consiguiente, una realizacion de esta invencion proporciona un procedimiento para el tratamiento o prevencion
de enfermedad mediada por IL-1 o apoptosis en un sujeto que comprende la etapa de administrar al sujeto cualquier
compuesto, composicion farmacéutica o combinacion descrita en este documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Otra realizacion de esta invencion proporciona un procedimiento para disminuir la produccion de IL-18 en un sujeto,
que comprende la etapa de administrar al sujeto cualquier compuesto, composicion farmacéutica o combinacion
descrita en este documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otra realizacién mas de esta invencion proporciona un procedimiento para disminuir la producciéon de IFN-y en un
sujeto que comprende la etapa de administrar al sujeto cualquier compuesto, composicion farmacéutica o una
combinacioén descrita en este documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Aunque esta invencion se centra en el uso de los compuestos descritos en este documento para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades mediadas por IL-1, apoptosis, IL-18 o IFN-y, los compuestos de esta invencion también
pueden usarse como agentes inhibidores para otras proteasas de cisteina.

Los compuestos de esta invencion también son Utiles como reactivos comerciales que se unen de forma eficaz a
caspasas u otras proteasas de cisteina incluyendo, pero sin limitacion, ICE. Como reactivos comerciales, los
compuestos de esta invencién y sus derivados, pueden usarse para bloquear la protedlisis de un péptido diana en
ensayos bioquimicos o celulares para ICE y homologos de ICE o pueden derivatizarse con el fin de unir a una resina
estable como un sustrato unido para aplicaciones de cromatografia de afinidad.

Estos y otros usos que caracterizan a los inhibidores de proteasa cisteina comerciales seran evidentes para los
expertos en la técnica.

Con la finalidad de que esta invencion se comprenda mas completamente, se exponen los siguientes ejemplos.
Ejemplos sintéticos

Preparacion de (2-etoxi-5-oxo-tetrahidro-furan-3-ilo)-amida del acido 1-[2-(4-amino-3-cloro-benzoilamino)-3,3-dimetil-
butiril]-pirrolidina-2-carboxilico (I-A) .

Acido 2-benciloxicarbonilamino-3,3-dimetil-butirico (2)

A una solucioén de L-terc-leucina (1) (50,0 g, 38,0 mmoles) y NaHCOs3 (96,0 g, 114 mmoles) en hielo (500 g) y agua
(500 ml) se le afiadid cloroformiato de bencilo (65,0 ml, 74,0 mmoles) y la reaccion se agité a una temperatura de 0
°C durante 3 horas y después a temperatura ambiente durante 18 horas. Se afiadié Na,CO3 0,1 N hasta que la capa
oleosa se disolvié y la solucion se lavd con EtOAc al 10 % en hexanos (2 x 500 ml). La fase acuosa helada se
acidificd a un pH de 1 usando HCI 12 N y después se extrajo usando EtOAc (3 x 350 ml). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre Na»SOu, se filtraron y se evaporaron para proporcionar el compuesto del titulo en la
forma de un aceite incoloro (82,4 g, rendimiento del 81,5 %): RMN de H (500 MHz, CDCls) 6 1,02 (s, 9H), 4,22 (d,
1H), 5,10-5,14 (m, 2H), 5,31 (d, 1H), 7,26-7,37 (m, 5H).

Ester terc-butilico del acido 1-(2-benciloxicarbonilamino-3,3-dimetil-butiril)-pirrolidin-2-carboxilico (3)

A una solucién de 2 (6,01 g, 2,0 mmoles) en CH,Cl» (30 ml) y DMF anhidra (dimetilformamida) (10 ml) a 0 °C se le
afiadi6 HOBT (3,16 g, 2,0 mmoles), EDC (clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil-3-etil-carbodiimida) (7,19 g, 4,0
mmoles) y éster terc-butilico de L-prolina (4,22 g, 2,0 mmoles). La solucién se agité a 0 °C durante 10 minutos y
después a temperatura ambiente durante 5 horas. Los disolventes se evaporaron al vacio y el aceite resultante se
disolvio en EtOAc que se lavd con H2O (3 x 200 ml) y salmuera (200 ml). La fase organica se secd sobre Na;SO4
anhidro, se filtré y se evapord para producir el producto en bruto. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando hexanos/EtOAc (95/5 a 80/20 %) proporciond el compuesto del titulo en forma de un aceite incoloro (8,30 g,
rendimiento del 87,5 %): RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & 1,04 (s, 9H), 1,45 (s, 9H), 1,89-1,96 (m, 2H), 2,02-2,05 (m,
1H), 2,18-2,22 (m, 1H), 3,65-3,69 (m, 1H), 3,79-3,82 (m, 1H), 4,34-4,37 (m, 2H), 5,03-5,19 (m, 2H), 5,53 (d, 1H),
7,26-7,38 (5H).

Sintesis de éster terc-butilico del acido 1-[2-(4-amino-3-cloro-benzoilamino-3,3-dimetil-butiril]-pirrolidin-2-
carboxilico (4)

A una solucién de 3 (19,0 g, 45,4 mmoles) en MeOH (200 ml) se le afiadié Pd activado al 10 % sobre C (2,0 g) en
EtOAc (50 ml) y la reaccion se agité en una atmoésfera de Hz durante 18 horas. La solucion se filtro a través de Celite
y el disolvente se evapord para producir un aceite viscoso e incoloro. La amina libre se disolvié en CH2Cl, seco/DMF
(2:1, 102 ml), la solucién se enfrio a 0 °C y se afadieron acido 4-amino-3-clorobenzoico (7,79 g, 45,4 mmoles) y
DIPEA (7,90 ml, 45,4 mmoles). La mezcla se agitd durante 10 minutos y después se afiadio EDC (11,32 g, 59,1

no incluida en la presente invencioén.
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mmoles). La mezcla se agité a 0 °C durante 30 minutos y después a temperatura ambiente durante 18 horas. La
solucion se diluyé con EtOAc (300 ml), se lavé con NaHSO4 0,5 N (2 x 250 ml), NaHCOs al 10 % (2 x 250 ml), NaCl
saturado (150 ml), se secé sobre MgSO, y se evaporo a sequedad. La cromatografia ultrarrapida en columna sobre
gel de silice usando CH2Cl2/MeOH, (99/1 a 98/2 %) produjo el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
blanco (19,25 g, rendimiento del 97 %): RMN de H (500 MHz, CDCl3) 8 1,12 (s, 9H), 1,48 (s, 9H), 1,85-1,99 (m, 2H),
2,01-2,13 (m, 1H), 2,18-2,29 (m, 1H), 3,63-3,73 (m, 1H), 3,84-3,93 (m, 1H), 4,30-4,41 (m, 1H), 4,86 (d, 1H), 6,73 (d,
1H), 7,51 (d, 1H), 7,73 (s, 1H).

HPLC analitica (columna ciano): 12.59 minutos CL-EM (EN+) m/e = 438,5 (M+H).
Sintesis de acido 1-[2-(4-amino-3-cloro-benzoilamino-3,3-dimetil-butiril]-pirrolidin-2-carboxilico (5)

A una solucion de 4 (15,9 g, 36,6 mmoles) en CH,Cl, (30 ml) se le afiadié TFA (acido trifluoroacético) (30 ml) y la
solucién se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas en una atmdsfera de N,. La reaccion se transfirid a un
vaso de precipitados (1 1) y se diluyé con CH,Cl; (60 ml). A la solucién a 0 °C se le afiadi6 NaHCO3 solido (39 g, 46
mmoles) y se agitd durante 15 minutos antes repartirse entre EtOAc (300 ml) y H>O (300 ml). Después de la
extraccion la capa acuosa se acidificé a un pH de 4-5 y se extrajo con EtOAc. La capa organica se seco (MgSO.) y
se evapord a sequedad para producir 5 en forma de un solido de color blanco (14,0 g, rendimiento cuantitativo):
RMN de "H (500 MHz, CDCl3) & 1,08 (s, 9H), 1,97-2,22 (m, 3H), 2,29-2,41 (m, 1H), 3,71-3,78 (m, 1H), 3,90-3,98 (m,
1H), 4,55-4,62 (m, 1H), 4,86 (d, 1H), 6,64 (d, 1H), 6,74 (d, 1H), 7,53 (d, 1H), 7,74 (s, 1H). HPLC analitica (columna
ciano): 8,24 minutos CL-EM (EN+) m/e = 382,4 (M+H).

Sintesis de (2-etoxi-5-oxo-tetrahidrofuran-3-il)-amida del acido 1-[2-(4-amino-3-cloro-benzoilamino)-3,3-
dimetil-butiril]-pirrolidin-2-carboxilico (I-A) .

A una solucion de 6 (5,05 g, 22,0 mmoles) en CH,Cl, (50 ml), a una temperatura de 0 °C se le afiadieron acido 1,3-
dimetilbarbitdrico (DMBA) (3,78 g, 24,2 mmoles) y Pd(PPhs)s (0,15 g, 0,13 mmoles). Después de 10 minutos, se
afadié una solucion de 5 (8,40 g, 22,0 mmoles) en DMF (25 ml) seguida de diisopropiletilamina (DIPEA) (7,66 ml,
44,1 mmoles), (2,98 g, 22,0 mmoles) y EDC (5,06 g, 26,4 mmoles). La solucion se agité a una temperatura de 0 °C
durante 10 minutos y después a temperatura ambiente durante 18 horas. La reaccion se diluy6é con EtOAc (200 ml),
se lavo con NaHSO4 0,5 N (2 x 200 ml), NaHCO3 al 10 % (2 x 200 ml), NaCl saturado (1 x 150 ml), se sec6 sobre
MgSO, anhidro y se evaporé a sequedad. La cromatografia ultrarrapida en columna sobre gel de silice usando
CH2Cl/MeOH, (99/1 a 98/2 %) produjo el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (11,20 g,
rendimiento del 77 %): RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & 1,08 (s, 9H), 1,27 (t, 3H), 1,85-1,99 (m, 1H), 2,00-2,06 (m,
1H), 2,07-2,18 (m, 1H), 2,32-2,48 (m, 2H), 2,78-2,89 (m, 1H), 3,62-3,76 (m, 2H), 3,82-3,96 (m, 2H), 4,39 (s, 1H),
4,54-4,60 (m, 1H), 4,62-4,76 (m, 1H), 4,85 (d, 1H), 6,57 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 7,38 (d, 1H), 7,49 (d, 1H), 7,72 (s, 1H).
HPLC analitica (columna ciano): 13,10 minutos. CL-EM (EN") m/e = 509,4 (M+H), p.f. = 96-99 °C

Estudios de la farmacocinética por via oral

Se anestesiaron ratas macho Sprague-Dawley (Harlan, Indianapolis, IN, 300-350 g) mediante una inyeccion
intramuscular de una mezcla de cetamina/rompun. Se inserté una canula PE-50 en la arteria carétida derecha para
tomar muestras de sangre arterial. Se dejoé que las ratas se recuperaran de la cirugia durante una noche (16 horas)
antes de que se utilizaran en el estudio. Los compuestos de ensayo se administraron por via oral a 50 mg/kg de
propilenglicol al 100 % (PG) a un volumen de dosificacion de 10 mi/kg. Las muestras de sangre (~0,30 ml) se
tomaron después de 0,25, 0,50, 1,0, 1,5, 2, 3, 4, 6 y 8 horas de la administracion de la dosis, el plasma se separ6
por centrifugacion y se almacend a una temperatura de -80 °C dejando pendiente el analisis. La cuantificacion de las
muestras de plasma se realizé usando un gradiente HPLC/EM/EM similar al que se detalla a continuacion:

Procedimiento HPLC/EM/EM para la cuantificacion de inhibidores de ICE en plasma de ratas
Preparacion de la muestra

1. Se toma una alicuota de 100 ul de plasma en viales de centrifugacion Eppendorf.

2. Al plasma se le afiade un volumen igual de acetonitrilo para precipitar las proteinas plasmaticas.

3. Las muestras se agitan vorticialmente durante 2 minutos y se centrifugan a 14.000 rpm durante 3 minutos.
4. Se cargan 100 pl del sobrenadante en viales de muestreo para HPLC liquida de 12 mm.

5. Se afiaden 20 pl mas de estandar externo a la alicuota de 100 ul para controlar la variacion de la respuesta
instrumental.

6. Se inyectan 10 pl de muestra para su analisis mediante el espectrémetro de masas.

no incluida en la presente invencioén.
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Parametros instrumentales de HPLC
HPLC: Sistema Hewlett Packard HP1100 Binary Solvent Delivery.
Condiciones del gradiente de HPLC
A = &cido férmico al 0,2 % en H.O
B = &cido formico al 0,2 % en acetonitrilo
Fase movil

Tiempo (min) % deA %deB

0 100 0
2 100 0
5 0 100
11 0 100
11,5 100 0
15 100 0

Columna Analitica de HPLC: Keystone Phenyl-1 Hypersil 2,0 x 100 mm, 5 u de tamafio de poro 120 A, P/N# 105-36-
2

Volumen de inyeccion: 10 pl
Caudal: 0,20 ml/min
Parametros instrumentales de la espectrometria de masas
Instrumento: Micromass Quattro Ultima, Espectrometro de Masas en Tandem
Técnica de ionizaciéon:  Pulverizacion ortogonal (IEN)
Polaridad: Positiva
Tiempo de residencia: 300 ms
Tiempo de pausa: 5ms
Tiempo de exploraciéon: 0,9 s
Modo de exploracion: MRM (Monitorizaciéon de Reaccion Multiple)
lones/Transiciones: Para el compuesto I-A m/z 509,1-243,1
Para el compuesto Il m/z 481,1-215,1
Parametros farmacocinéticos

El andlisis farmacocinético de estos datos de concentracion plasmatica se realizé usando procedimientos no
compartimentales. El area bajo la curva (AUC.)) se calculo desde el tiempo cero hasta el ultimo punto de tiempo
medido usando la regla trapezoidal lineal. La tasa de eliminacion (ke) se calculd por medio de una regresion lineal
log de la fase terminal de las curvas de concentracion de plasma-tiempo. El area bajo la cola de la curva se calculo
como la proporcion de la ultima concentracion medida con respecto a ke. El area bajo la curva desde el tiempo cero
hasta infinito (AUCo-.,)) se obtuvo mediante la adicion del area bajo la cola a (AUCo.)). La semivida de eliminacion se
calculé como 0,693/ke. Se registraron los valores observados para el valor maximo de concentracion de plasma
(Cmax).
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Tabla 1. Datos farmacocinéticos orales

Ejemplo Cmax (ug/ml) AUC (pg de Xh/ml) t1;2 (horas)

B . 1,8 2,18 2,9
w'\g i

Compuesto A

9

' o o 0,51 1,35 0,25

Compuesto B

427 11,7 25

Compuesto |

La Tabla 1 anterior compara los valores farmacocinéticos del compuesto | con los de los compuestos A y B que
estan estrechamente relacionados en estructura. Como se puede ver a partir de los datos, Cmax y AUC son mucho
mas altos para el compuesto | que para los otros dos compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula I-B:
O- J 0
_ H (o]
HoN © o) N Z
Cl H 3/ LB

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de la reivindicacion 1 y un transportador,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. El uso del compuesto de la reivindicacién 1 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2 en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad seleccionada entre una
enfermedad mediada por IL-1, una enfermedad mediada por apoptosis, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad autoinmune, un trastorno 6seo destructivo, un trastorno proliferativo, una enfermedad infecciosa, una
enfermedad degenerativa, una enfermedad necrosante, una enfermedad de exceso en la ingestion de alcohol en la
dieta, una enfermedad mediada por virus, peritonitis inflamatoria, osteoartritis, pancreatitis, asma, sindrome de
dificultad respiratoria del adulto, glomerulonefritis, artritis reumatoide, uveitis, lupus eritematoso sistémico,
esclerodermia, tiroiditis cronica, enfermedad de Graves, gastritis autoinmune, diabetes mellitus (Tipo 1) dependiente
de insulina, anemia hemolitica autoinmune, neutropenia autoinmune, trombocitopenia, hepatitis activa crénica,
miastenia gravis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, psoriasis, dermatitis atdpica,
enfermedad de injerto contra huésped, osteoporosis, leucemia y trastornos relacionados, sindrome mielodisplasico,
trastornos oOseos relacionados con mieloma multiple, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena croénica,
melanoma metastatico, sarcoma de Kaposi, mieloma multiple, sepsis, choque séptico, Shigelosis, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, isquemia cerebral, isquemia miocardica, infarto de miocardio, fallo cardiaco
congestivo, enfermedad de Huntington, ateroesclerosis, atrofia muscular espinal, esclerosis multiple, encefalitis
relacionada con SIDA, encefalitis relacionada con VIH, envejecimiento, alopecia, lesion neuroldgica debida a ictus,
colitis ulcerosa, lesién cerebral traumatica, rechazo de transplante de 6rganos, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis G,
fiebre amarilla, fiebre del dengue, o encefalitis Japonesa, en un paciente.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la enfermedad es artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis inflamatoria, esclerosis lateral amiotrofica,
choque séptico, pancreatitis, lesién cerebral traumatica, rechazo al transplante de oérganos, osteoporosis,
osteoartritis, asma, psoriasis, enfermedad de Alzheimer, infarto de miocardio, fallo cardiaco congestivo, enfermedad
de Huntington, ateroesclerosis, dermatitis atépica, leucemias y trastornos relacionados, sindrome mielodisplasico,
uveitis o0 mieloma multiple.

5. El uso del compuesto de la reivindicacién 1 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2 en la fabricaciéon de un medicamento para la inhibicién de una funcién mediada por ICE en un
paciente.

6. El uso del compuesto de la reivindicacién 1 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2 en la fabricacion de un medicamento para disminuir la produccion de IL-18 o IFN-y en un paciente.

7. Un compuesto representado por la formula lI-A:
0]
N N
H,N Y
cL H-A
en la que R se selecciona entre hidrogeno o alquilo Ci.12.
8. El compuesto de la reivindicacion 7 en el que R se selecciona entre hidrégeno o terc-butilo.
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