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DESCRIPCION
Compuesto para la modulacién inmunoldgica, uso del mismo y composicién farmacéutica que lo comprende
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de la medicina. En particular, la presente invencién se refiere a un
compuesto novedoso que tiene actividad de agonista de receptor S1P1, una composicion farmacéutica que comprende
el compuesto. En la presente memoria se divulga también el uso del compuesto y una composicion farmacéutica para
la preparacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades con mediacion del receptor S1P1. En la
presente memoria también se divulga el uso del compuesto y la composicion farmacéutica para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con mediacion del receptor S1P1.

Antecedentes de la invencion

También se sabe en la técnica que se requiere la presencia del receptor-1 de esfingosin-1-fosfato (S1P1) para el
transporte de linfocitos desde los tejidos linfaticos al interior de la circulacién periférica. No obstante, la internalizacion
de S1P1 puede evitar que los linfocitos salgan de los tejidos linfaticos, y con ello esos inmunocitos importantes quedan
confinados en los tejidos linfaticos.

Muchos estudios sugirieron que existen miultiples agonistas S1P1 que se pueden unir a los receptores homélogos
expresados sobre linfocitos y que tienen como resultado la internalizacion de S1P1, evitando de este modo el
transporte de linfocitos. Los agonistas del receptor S1P1 pueden reducir la capacidad del ser humano para iniciar la
respuesta inmunoldgica evitando el transporte de linfocitos, por tanto, pueden servir como inmunosupresores para el
tratamiento de diversas enfermedades autoinmunolégicas.

Se han descrito muchos agonistas S1P1 y el compuesto mas tipico entre ellos es FTY720 (también conocido como
“Fingolimod”). Ahora, FTY720 es facilitado y comercializado por Novartis con el nombre comercial “Gilenya”, para el
tratamiento de esclerosis multiple. Aunque FTY720 tenga eficacia clinica, es un agonista del receptor S1P no selectivo
y puede activar varios receptores S1P, tales como S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 y S1P5. La unién de FTY720 a S1P3
puede ser el resultado de una serie de efectos secundarios, por ejemplo, bradicardia y fibrosis tisular. Por tanto,
muchas companias farmacéuticas y grupos biotecnoldgicos estan indagando acerca de una segunda generacion de
agonistas S1P1 que sean mas especificos y mas seguros, para solucionar los efectos secundarios de FTY720.

Ademas de mejorar la especificidad de la diana, el acortamiento de la semivida del farmaco (es decir, el agonista del
receptor S1P1) es otro objetivo importante de evaluacién de la segunda generacion de agonistas S1P1 (Pan et al.,
2013, ACS Medicinal Chemistry Letters, 4, p333). Tradicionalmente, se considera que los farmacos de molécula
pequeiia con semivida prolongada resultan deseables, ya que una semivida prolongada puede evitar la administracion
frecuente del farmaco. No obstante, una semivida prolongada se puede convertir en una seria desventaja para los
farmacos inmunosupresores debido a que el farmaco inmunosupresor puede inhibir de manera persistente el
transporte de linfocitos, y con ello disminuir el nUmero de linfocitos en la sangre periférica, dando como resultado un
funcionamiento inmunolégico reducido y un mayor riesgo de infecciones viricas para los usuarios del farmaco. La
desventaja anterior existe con el agonista del receptor S1P1, tal como FTY720, clinicamente usado en la actualidad.
En caso de infeccion, con frecuencia se requiere para administracion discontinua, con el fin de lograr que los linfocitos
de la sangre periférica vuelvan a un nivel normal tan pronto como resulte posible y se restaure la funcién inmunolégica
del cuerpo humano de manera rapida. Debido a que la semivida de FTY720 en el cuerpo es de 6 a 9 dias, se requiere
un tiempo prolongado para que los linfocitos reviertan a su valor normal incluso después de que los pacientes dejen
de tomar el medicamento (Budde et al., 2002, Journal of the American Society of Nephrology, 13: 1073-83).

Por tanto, existe la necesidad de un agonista de receptor S1P1 novedoso con elevada selectividad por S1P1 y
semivida mas corta, con el fin de solucionar las deficiencias de las terapias existentes.

La solicitud de patente internacional WO 03/105771 divulga 1-((5-aril-1,2,4-oxasiazol-3-il)bencilacetidin-3-carboxilatos
y 1-((5-aril-1,2,4-oxa-diazol-3-il)bencil)pirrolidin-3-carboxilatos como agonistas del receptor Edg, asi como también
sales farmacéuticamente aceptables y sus hidratos. Los compuestos son Utiles para el tratamiento de afecciones y
enfermedades con mediacién inmunoldgica, tales como rechazo de trasplante tisular, 6rganos o médula ésea.

La solicitud de patente CN103450171 proporciona una sintesis de un compuesto que comprende un grupo que es un
halégeno o un alquilo C1-C6 y que tiene actividad de agonista de receptor S1P1, selectividad y especificidad. Se
purifica un compuesto intermedio de la sintesis usando cromatografia en columna.

Sumario de la invencion

Con el fin de solucionar los problemas técnicos anteriores, los inventores llevaron a cabo la sintesis quimica
farmacéutica, y evaluaron un gran numero de compuestos sintetizados a través de estudios toxicoldgicos en ratas en
combinacion con estudios sobre regulacién de inmunocitos y similares. Se encontré durante los estudios que es
posible obtener compuestos novedosos mediante la adicion de un halégeno o alquilo a la posicién 2 del compuesto,
tal y como se conoce en la Formula IA, que se ha descrito como &cido 1-{4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-
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bencil}-3-acetidin carboxilico (Li et al., 2005, Journal of Medicinal Chemistry, 48 (20) 6169-6173; también conocido
como “Compuesto 1” en la presente memoria). Esos compuestos retuvieron la potencia de regulacion inmunolégica in
vitro e in vivo tras administracion oral e intravenosa, y adicionalmente los compuestos obtenidos a través de sustitucion
por halégeno también presentan una semivida obviamente reducida tras la administracion de dos formas diferentes.

o
N @AN\XCOOH
‘T

o—N
Férmula 1A (Compuesto 1)

Por tanto, una finalidad de la presente invencion es proporcionar un compuesto novedoso, para solucionar la
deficiencia de selectividad y semivida de los agonistas existentes de receptor S1P1. Otra finalidad dentro del contexto
de la presente invencion es proporcionar un uso del compuesto para la preparacion de un medicamento. Otra finalidad
de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende el compuesto como principio
activo principal. Otra finalidad dentro del contexto de la presente invencion consiste en proporcionar un compuesto o
composicién farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad. Otra finalidad de la presente invencion es
proporcionar un método de sintesis del compuesto. Con el fin de llevar a cabo los objetivos anteriores, las soluciones
técnicas proporcionadas por medio de la presente invencion son las siguientes:

En la presente memoria, se describe un compuesto que se muestra en la Férmula |,

R

N Q\COOII
‘T

o—N
Férmula |

en la que R es haldégeno o alquilo C1-Ce.

La presente invencién se refiere a un compuesto de formula |

N &COOII
‘T

O/N
Formula |
en la que R es halégeno.

Preferentemente, de acuerdo con las realizaciones de la invencién R es F, Cl, o Br; también se divulga en la presente
memoria que R sea alquilo C1-C3 (no de acuerdo con la invencién), mas preferentemente metilo (no de acuerdo con
la invencién).

El compuesto es, cuando R es F, acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin

carboxilico (también conocido como “Compuesto 2” en la presente memoria), que viene representado por la Férmula
IB:

N. Q\COOH
‘T

o—N
Férmula 1B (Compuesto 2)
El compuesto es, cuando R es Cl, acido 1-{2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin
3
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carboxilico (también conocido como “Compuesto 3” en la presente memoria), que viene representado por la Férmula

IC:
N é/\N\j\coon
o

O/N
Férmula IC (Compuesto 3)

El compuesto es, cuando R es Br, acido 1-{2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin
carboxilico (también conocido como “Compuesto 4” en la presente memoria), que viene representado por la Férmula
ID:

Br

N Q\COOH
o
I
o—N

Férmula ID (Compuesto 4)

El compuesto es, cuando R es metilo, acido 1-{2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin
carboxilico (también conocido como “Compuesto 5” en la presente memoria), que viene representado por la Férmula
IE (no de acuerdo con la invencién):

CH,

N. &COOH
‘T

o—N

Férmula IE (Compuesto 5; no de acuerdo con la invencion)

Un gran nimero de experimentos mostré que los compuestos proporcionados por medio de la presente invencion
tuvieron actividad agonista S1P1, que se confirm6 por medio de la internalizacion detectada de S1P1 y el nimero
reducido de linfocitos en sangre periférica inducido por los compuestos. Al mismo tiempo, los compuestos
proporcionados por la presente invenciéon tuvieron una especificidad selectiva para S1P1; especialmente los
compuestos no indujeron la internalizacion de células que expresan el subtipo S1P3. Ademas, los experimentos
farmacocinéticos de los compuestos proporcionados por medio de la presente invencién mostraron que la semivida
de determinados compuestos se acortd significativamente en comparacién con la del compuesto representado por
medio de la Férmula IA, y fue mucho mas corta que la de FTY720.

Por tanto, en otro aspecto, la presente divulgacion proporciona el uso de los compuestos anteriores para la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de una afeccién o enfermedad con mediacion de S1P1. Por consiguiente, la
presente invencion también se refiere al compuesto de la invencidon para su uso en el tratamiento de una afeccién o
enfermedad con mediacién de S1P1. En particular, dicha afeccion o enfermedad esta seleccionada entre el grupo que
consiste en artritis reumatoide, esclerosis multiple, enteritis inflamatoria, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad
inflamatoria crénica, asma, neuropatias inflamatorias, artritis, trasplante, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus
eritematoso, soriasis, lesion de isquemia-reperfusion, tumor sélido, enfermedad asociada a angiogénesis, enfermedad
de los vasos sanguineos, dolor, enfermedad virica aguda, enfermedad intestinal inflamatoria, diabetes mellitus
dependiente o no dependiente de insulina y otras enfermedades inmunolégicas relacionadas. Preferentemente, dicha
afeccion o enfermedad esta seleccionada entre el grupo que consiste en esclerosis mdltiple, artritis reumatoide,
enteritis inflamatoria y soriasis.

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos “tratar” o “tratamiento” también se refieren a evitar las
afecciones o enfermedades anteriores o retardar los sintomas y similares, a partir de la curacion de afecciones o
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enfermedades con mediacion de S1P1.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto
proporcionado por medio de la presente invencién y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composicién farmacéutica puede ser una formulacion medicinal en si misma, o se puede preparar como formulacién
médica o formulacién medicinal combinada con otro(s) excipiente(s) o farmaco(s).

Especificamente, la composicion farmacéutica proporcionada por medio de la presente invencién puede estar en forma
de un comprimido, supositorio, comprimido dispersable, comprimido entérico revestido, comprimido masticable,
comprimido de desintegracion oral, cadpsula, agente revestido con azucar, granulo, polvo seco, disolucién oral, aguja
pequeria para inyeccion, polvo liofilizado o disolucién parenteral de gran volumen para inyeccion; preferentemente el
vehiculo farmacéuticamente aceptable esta seleccionado entre el grupo que consiste en diluyentes, agentes de
disolucién, agentes desintegrantes, agentes de suspension, lubricantes, aglutinantes, materiales de relleno, agentes
aromatizantes, edulcorantes, antioxidantes, tensioactivos, conservantes, agentes de envasado y pigmentos, etc.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para el tratamiento de una afecciéon o enfermedad
con mediacién de S1P1, que comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
o la composicion farmacéutica de la presente invencién. Por consiguiente, la presente invencion también se refiere al
compuesto de lainvencion o la composicién farmacéutica de la invencién para su uso en el tratamiento de una afeccién
o enfermedad con mediacion de S1P1, que comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de dicho compuesto o composicion farmacéutica. Preferentemente, dicho sujeto es un mamifero.

De acuerdo con las realizaciones de la invencion, dicha afeccion o enfermedad esta seleccionada entre el grupo que
consiste en artritis reumatoide, esclerosis multiple, enteritis inflamatoria, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad
inflamatoria crénica, asma, neuropatias inflamatorias, artritis, trasplante, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus
eritematoso, soriasis, lesion de isquemia-reperfusion, tumor sélido, enfermedad asociada a angiogénesis, enfermedad
de los vasos sanguineos, dolor, enfermedad virica aguda, enfermedad intestinal inflamatoria, diabetes mellitus
dependiente o no dependiente de insulina y otras enfermedades inmunolégicas relacionadas. Preferentemente, dicha
afeccion o enfermedad esta seleccionada entre el grupo que consiste en esclerosis multiple, artritis reumatoide,
enteritis inflamatoria y soriasis.

El compuesto o la composicion farmacéutica proporcionados por medio de la presente invencion se pueden co-
administrar con otras terapias o agentes terapéuticos. Lo que es mas, las dosis del compuesto o la composicién
farmacéutica necesarias para desempenar el papel de tratamiento, prevencion o retardo dependen del compuesto
particular a administrar, el paciente, la enfermedad o trastorno especifico y la gravedad del mismo, la ruta y frecuencia
de administracion y similares, y se debe determinar por parte del doctor responsable de la atencion de acuerdo con
condiciones especificas.

En resumen, la presente invencién proporciona un compuesto novedoso que tiene una actividad de agonista de S1P1,
y el compuesto se obtiene por medio de sustitucién en la posicion 2 del compuesto representado por medio de la
Formula 1A con halégeno, especialmente fluor, cloro o bromo. Se puede demostrar que los compuestos de la presente
invencion tienen la actividad de agonista de S1P1 mediante internalizacion detectada por via experimental de S1P1y
el numero reducido de linfocitos en la sangre periférica. Ademas, los experimentos de induccién de internalizacion que
usan células que expresan el subtipo S1P3 también demuestran que los compuestos tienen una especificidad selectiva
frente a ST1P1.

En particular, en comparacion con los agonistas S1P1 conocidos y el compuesto que se muestra en la formula IA, los
compuestos de la presente invencion obtenidos a través de sustituciébn con halégeno tienen una semivida
significativamente mas corta. Los experimentos farmaco-cinéticos demostraron que la semivida de esos compuestos
se acorté de forma significativa desde aproximadamente 11 horas a menos de 5,5 horas. Ambos modos de
administracion oral e intravenoso mostraron una semivida significativamente mas corta, lo cual resulté coherente con
el parametro reducido de tiempo de residencia medio. Lo que es mas, resulta parte de la invencion la sustitucion con
sustituyentes especificos en posiciones especificas. Ademas, aunque la semivida del compuesto obtenido por medio
de sustitucién en la misma posicién con un alquilo inferior, especialmente con metilo (Compuesto 5; no de acuerdo
con la invencién) no se vea acortada, los efectos sobre los linfocitos in vivo son similares a los de los compuestos
sustituidos con hal6geno. Estos resultados indican que los compuestos proporcionados por medio de la presente
invencion son una segunda generacién potencial cualificada de agonistas S1P1.

En otro aspecto, para el compuesto representado por medio de la Férmula IB (Compuesto 2), la presente invencion
ademas proporciona un método de sintesis que implica condiciones de reaccidn simples, y resulta conveniente para
el postratamiento y apropiado para la preparacion industrializada con elevado rendimiento y un proceso estable.

En breve, el esquema de sintesis de la presente invencion es el siguiente:



10

15

20

ES 2802977 T3

F
OH OH
F N
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He MHo EDCI HOBT
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F
=0
MnO, N~ HOOC‘*<:NH 17
_— - g
O'N HO Az,
NaCNBH;
1-6

F
"
M COOH
!
M

Formula IB (Compuesto 2)

Especificamente, la presente invencion proporciona un método de sintesis de un compuesto que es acido 1-{2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (también denominado “Compuesto 2”) que se
muestra en la Formula IB, que comprende las siguientes etapas:

(1) hacer reaccionar 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que se muestra en la formula 1-3 con &cido 4-
isobutilbenzoico que se muestra en la formula 1-4, en presencia de agentes de condensacion clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropili)-3-etilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol para generar alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)1,2,4-
oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la formula 1-5:

= PR

EDCI HOEBT -

de acuerdo con la invencion, se purifica el producto bruto obtenido tras la generacién de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-
isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-bencilico que se muestra en la formula 1-5 a través de cristalizacién, en el que el
disolvente de cristalizacién utilizado es una mezcla de metanol y agua con una relacién de 3:1 en volumen, y la relacién
de producto bruto (en g, en peso) con respecto a disolvente de cristalizacion (en mol, en volumen) es de 1:5;

(2) hacer reaccionar el alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula
1-5 obtenido en la etapa (1) con didéxido de manganeso para generar 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-
il-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6:

F F
N MnO N
oM 0N

15 1-6

=

de acuerdo con la invencion, la reaccion se lleva a cabo en un disolvente de reaccion que es acetato de etilo, la relacion
de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la formula 1-5 (en g, en peso)
con respecto al disolvente de reaccion (en ml, en volumen) es de 1:10, y la relacion molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-
isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la formula 1-5 con respecto a diéxido de manganeso es
de 1:6;
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(3) hacer reaccionar el 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-
6 obtenido en la etapa (2) con &cido acetidin-3-carboxilico que se muestra en la férmula 1-7 mediante el uso de acido
acético como catalizador y cianoborohidruro de sodio como agente reductor para generar el compuesto que se muestra
en la formula IB:

HOAE,
MNaCNEH,

F F
o "
N HOOC —<>\IH 17 N \j\co
o - o OH
-M oM
16

Férmula IB (Compuesto 2)

de acuerdo con la invencion, la reaccién se lleva a cabo en un disolvente de reacciéon que es metanol, la relacién molar
de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con respecto a
cianoborohidruro de sodio es 1:1, y el cianoborohidruro de sodio se disuelve en metanol y se afiade gota a gota sobre
el sistema de reaccion a una temperatura de 15-20 °C.

En la presente memoria, se describe que la etapa (1) también comprende una etapa de purificaciéon del producto bruto
obtenido tras la generacion de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en
la férmula 1-5; preferentemente, la purificacion se lleva a cabo a través de cromatografia en columna o cristalizacion.
De acuerdo con la invencién, la purificacién se lleva a cabo a través de cristalizacién.

Cuando se lleva a cabo la purificacion a través de cristalizacion, el disolvente de cristalizacién utilizado es uno o mas
seleccionado entre metanol, etanol, acetona, diclorometano, acetato de etilo y agua; preferentemente, el disolvente
de cristalizacion es una mezcla de metanol y agua; de acuerdo con la invencién, el disolvente de cristalizacion es una
mezcla de metanol y agua en una relacion de 3:1 en volumen. Preferentemente, la relacién de producto bruto (en g,
en peso) con respecto a disolvente de cristalizacion (en ml, en volumen) es de 1:3-20; de acuerdo con la invencion la
relacién de producto bruto (en g, en peso) con respecto a disolvente de cristalizaciéon (en ml, en volumen) es de 1:5.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la cristalizacion se lleva a cabo a 20 °C.

De acuerdo con realizaciones preferidas de la presente invencién, (a) la reaccién de la etapa (1) se lleva a cabo en un
disolvente de reaccion que es uno o mas seleccionado entre acetonitrilo, N-metilpirrolidona y N,N-dimetilformamida;
la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 80-140 °C; y la relacion molar de 3-fluoro-N"-hidroxi-4-hidroximetil
benzamidina que se muestra en la férmula 1-3 y &cido 4-isobutil benzoico que se muestra en la formula 1-4 es de 1:1-
2,0, y/o (b) en la etapa (1), el disolvente de reaccion es N,N-dimetilformamida; preferentemente la temperatura de
reaccion es de 130-140 °C; preferentemente la relacion molar de 3-fluoro-N"-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que
se muestra en la férmula 1-3 con respecto a acido 4-isobutil benzoico que se muestra en la férmula 1-4 es de 1:1-1,5,
mas preferentemente de 1:1-1,2.

En algunas realizaciones de la invencion, en la etapa (2) la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 40-70 °C,
preferentemente de 60-70 °C.

En algunas realizaciones de la invencion, en la etapa (3) la relacion molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con respecto a acido acetidin-3-carboxilico que se
muestra en la férmula 1-7 es de 1:1-1,2, y la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 0-30 °C durante un periodo
de reaccion de 1-16 horas.

En algunas realizaciones de la invencion, en la etapa (3) la relacion molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con respecto a acido 3-carboxilico que se muestra en
la férmula 1-7 es 1:1-1,1, mas preferentemente 1:1; preferentemente, la temperatura de reaccion es de 10-20 °C, mas
preferentemente de 15-20 °C; preferentemente el periodo de reaccion es de 4-16 horas.

También se describe en la presente memoria que la etapa de reaccion (2) se lleva a cabo en un disolvente de reaccion
que es uno o mas seleccionados entre tolueno, tetrahidrofurano y acetato de etilo; la relacién de alcohol 2-fluoro-4-[5-
(4-isobuitilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula 1-5 (en g, en peso) con respecto al
disolvente de reaccion (en ml, en volumen) es de 1:10-30; la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 40-70 °C;
y la relacion molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-illbencilico que se muestra en la férmula
1-5 con respecto a didxido de manganeso es de 1:4-10.

Preferentemente, en la etapa (2) el disolvente de reaccién es acetato de etilo; la relacién de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-
isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula 1-5 (en g, en peso) con respecto al disolvente
de reaccién (en ml, en volumen) es 1:10; preferentemente, la temperatura de reaccién es de 60-70 °C; y
preferentemente, la relacion molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se
muestra en la férmula 1-5 con respecto a didxido de manganeso es de 1:5-6, mas preferentemente 1:6.
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Dentro del contexto de la presente invencién se describe en la presente memoria que la reaccion de la etapa (3) se
lleva a cabo en un disolvente de reaccion que esta seleccionado entre tetrahidrofurano y/o metanol; la relacién molar
de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-6 a acido acetidin-
3-carboxilico como se muestra en la formula 1-7 es 1:1-1,2; la relacion molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con respecto a cianoborohidruro de sodio es de 1:0,5-
6; la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 0-30 °C durante un periodo de reaccién de 1-16 horas.

Preferentemente, en la etapa (3), el disolvente de reaccién es metanol; preferentemente, la relacion molar de 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-6 con respecto a acido acetidin-
3-carboxilico que se muestra en la formula 1-7 es de 1:1-1,1, méas preferentemente de 1:1, preferentemente, el
cianoborohidruro de sodio se disuelve en metanol y se anade gota a gota al sistema de reaccion a una temperatura
de 0-20 °C, mas preferentemente de 15-20 °C; preferentemente, la relacion molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-6 con respecto a cianoborohidruro de sodio es 1:1;
preferentemente, la temperatura de reaccion es de 10-20 °C, mas preferentemente 15-20 °C; y preferentemente, el
periodo de reaccion es de 4-16 horas.

En la etapa (1) del método de sintesis del compuesto representado por medio de la formula IB (compuesto 2)
proporcionado por medio de la presente invencion, la purificacion del producto bruto intermedio se lleva a cabo
preferentemente con cristalizacién, en lugar de cromatografia en columna. La operacion de purificacion se simplifica
y se evita el uso de grandes cantidades de disolvente mediante el abandono de la cromatografia en columna que
precisa de grandes cantidades de disolvente, es menos respetuosa con el medio ambiente y conlleva un elevado
coste. Al mismo tiempo, los reaccionantes, disolventes y las cantidades de los mismos usadas en cada etapa del
método proporcionados por medio de la presente invencién también se ajustan. Por ejemplo, en la etapa (2), se puede
usar una cantidad reducida de di6xido de manganeso para disminuir el coste; y se usa acetato de etilo, en lugar de
tetrahidrofurano, como disolvente de reaccion para evitar riesgos de seguridad que puedan surgir. En la etapa (3), se
usa metanol como disolvente de reaccion, lo cual puede reducir la generacién de subproductos durante la reaccion,
aumentar el rendimiento de la reaccion y reducir la cantidad de disolvente usado en la reaccion. Hablando en términos
generales, el coste disminuye y es posible la fabricacién a gran escala y bajo coste, elevada eficiencia y elevado nivel
de seguridad a través de estas mejoras.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacién, se describen las realizaciones de la presente invencién con referencia a los dibujos adjuntos con
detalle, en las que,

La Figura 1 muestra los resultados de los experimentos farmacocinéticos de los compuestos proporcionados por
medio de la presente invencion en el Ejemplo 6, mostrando la Figura 1A la variacién con el tiempo de los datos de
concentracién de farmaco in vivo en ratas tras la administracion oral del compuesto 2, 3 y 4, y la Figura 1B muestra
los datos de la variacion con el tiempo de la concentracion de farmaco in vivo en ratas tras la administracion oral del
compuesto 1y 5.

La Figura 2 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 8, que muestra que el nimero de linfocitos en sangre
periférica se redujo por medio del compuesto 2 de la presente invencion.

La Figura 3 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 8, que muestra que el nimero de linfocitos en sangre
periférica se redujo por medio de los compuestos 3 y 4 de la presente invencién, en el que los compuestos 3 y 4 se
administraron a 0,1 mg/kg de peso corporal en ratas.

La Figura 4 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 8, que muestra que el nimero de linfocitos en sangre
periférica se redujo por medio del compuesto 5 (no de acuerdo con la invencion), en el que el compuesto 5 se
administrd a 0,1 mg/kg de peso corporal en ratas.

La Figura 5 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 9, que muestra que el compuesto 2 proporcionado por
medio de la presente invencion inhibié el desarrollo del artronco de artritis.

La Figura 6 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 9, que muestra que el compuesto 2 proporcionado por
medio de la presente invencion inhibié el dafio de la estructura de la articulacion en artritis.

La Figura 7 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 10, que muestra que el compuesto 2 proporcionado
por medio de la presente invencion inhibi6 el desarrollo de EAE.

La Figura 8A a 8C muestra los resultados experimentales del Ejemplo 11, que muestra el efecto del compuesto 2
proporcionado por medio de la presente invencion sobre el indice electrocardiografico.

Breve descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion se describe con detalle en combinacién con las realizaciones siguientes. Se aprecia por parte
de los expertos en la técnica que las realizaciones proporcionadas se usan Unicamente para ilustrar la presente
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invencion, en lugar de limitar el alcance de la presente invencién en modo alguno. El alcance de proteccion viene
determinado por las reivindicaciones adjuntas.

Los métodos experimentales de las siguientes realizaciones, si no se proporciona ninguna otra instruccion especial,
son todos métodos convencionales. Las materias primas, reactivos y otros materiales usados en los siguientes
ejemplos, si no se proporciona ninguna otra instruccion especial, se encuentran comercialmente disponibles.

Ejemplo 1: Sintesis de acido 1-{4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-illbencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 1)

1.1 (2)-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3)

OH  HO-NH,HCI 1-2 /N—OH
N:—< >—/ > /_< >—<
NaHCO3 MeOH HO NH,
11 1-3

Se anadieron sucesivamente clorhidrato de hidroxilamina (1-2, 20,903 g, 300,76 mmoles) y bicarbonato sddico (50,5 g,
601,5 mmoles) a una disolucién de 4-hidroximetil benzonitrilo (1-1, 20 g, 150,38 mmoles) en metanol (250 ml) para
obtener una suspension que se calenté posteriormente a reflujo durante 5 horas. A continuacion, se enfrio a
temperatura ambiente y se filtr6. Se lavé la torta filtrante con metanol (100 ml), y se concentr6 el filtrado obtenido para
obtener (Z)-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que fue un producto bruto blanco (1-3, 24,8 g del producto bruto,
99,3 % de rendimiento), que se uso directamente en la siguiente etapa. El pico de ion molecular mostrado por medio
de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 167,3 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz,
CD30D) 6: 7,64 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,65 (s, 2H).

Alcohol 1,2 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5)

__—<:{<:__>><53H OH
N—OH - N
HO

NH, EDCI HOBT DMF o-N

1-3 1-5

A temperatura ambiente, se agité una disolucién de acido 4-isobutil benzoico (1-4, 26,6 g, 149,4 mmoles), clorhidrato
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI, 28,685 g, 149,4 mmoles) e 1-hidroxibenzonitrilo (20,169 g,
149,4 mmoles) en N,N-dimetilformamida (200 ml) durante 30 minutos antes de la adicién de (Z)-N’-hidroxi-4-
hidroximetil benzamidina (1-3, 24,8 g, 149,4 mmoles). Se calent6 el sistema mixto obtenido en un bafo de aceite a
140 °C durante 2 horas. LC-MS indicé que la reaccion fue completa. Posteriormente, se enfrié a temperatura ambiente
y se retird la mayoria de N,N-dimetilformamida por medio de destilacion a presién reducida. Se extrajo el sistema de
reaccion con agua y acetato de etilo, y se lavd sucesivamente la fase organica obtenida con una disolucion de HCI
0,5 N, disolucién de NaHCO3 saturada y agua, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, posteriormente se
concentré el filtrado a sequedad. A continuacion, se purificéd el residuo por medio de cromatografia en columna (sistema
de elucidn; éter de petroleo:acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener alcohol 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-
illbencilico que fue un producto solido blanco (1-5, 34,5 g, 75 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado
por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS MS (ESI): m/z 309,0 [M+H]+. RMN: RMN
'H (400 MHz, CDCls) é: 8,16 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,12 (d, J =8,4 Hz, 2H), 7,51 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,33 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,79 (d, J=5,2 Hz, 2H), 2,57 (d, J= 7,2 Hz, 2H), 1,95 (m, 1H), 1,85 (t, 1H), 0,97 (d, J= 7,2 Hz, 6H).

1,3 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6)

OH =0
7| —_— /
o-N THF o-N

1-5 1-6

A 60 °C, se agitd un sistema de suspension de alcohol 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 17,7 g,
57,5 mmoles) y diéxido de manganeso (50 g, 575 mmoles) en tetrahidrofurano (330 ml) durante 2 horas. A
continuacion, se enfri6 el sistema de suspension a temperatura ambiente, se filtr6 y se concentré a sequedad. Se
purificé posteriormente el residuo por medio de cromatografia en columna (sistema de elucién; éter de petréleo:acetato
de etilo = 20/1) para obtener 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto sélido blanco
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(1-6, 16,44 g, 93,5 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 307,2 [M+H]*.

2. Acido 1-{4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico

HOAc, THF, MeOH o-N
NaCNBHj

16 Compuesto 1

5 A temperatura ambiente, se agit6 una disolucion de 4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 10 g,
32,7 mmoles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 3,63 g, 36 mmoles) y acido acético (15 ml) en metanol-tetrahidrofurano
(200 ml/200 ml) durante 2 horas. A continuacion, se afadié una disolucion de cianoborohidruro de sodio (1,03 g,
16,35 mmoles) en metanol (60 ml) a la mezcla de reaccién y se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente
durante 16 horas adicionales y se filtrd. Se lavé la torta filtrante con metanol (90 ml) y posteriormente se seco para
10 obtener acido 1-{4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto sélido
blanco (5,5 g; se recogi6 producto de reduccién 1-5 a partir del compuesto 1-6, y posteriormente se oxid6 y se sometid
a aminacioén reductiva para obtener 5 g de producto final; rendimiento 82 %). El pico de ion molecular por medio de
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z392,2 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz,
CD30D) ¢: 8,23 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,15 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,34 (s,

15 2H), 4,12 (m, 4H), 3,42 (m, 1H), 2,63 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 1,97 (m, 1H), 0,97 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 2: Sintesis de acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin  carboxilico
(Compuesto 2)

F F
Oo— LAH-THF OH Zn(CN),
Br _— Br
o) Pd(PPh;),-DMF
CAS:179232-29-2 1-1
F F < < > 6
:< OH  HO-NHyHCI
N= >
NaHCO; MeOH HO EDCI HOBT DMF
12 1-3

F F
OH ~o
N MnO. N HOOC{:'\‘H
a - . a
o-N THF o-N

HOAc, THF, MeOH

NaCNBH;
15 16
F
N
WNY@ \j\COOH
7
o-N
1.1. Alcohol 4-bromo-2-fluorobencilico (1-1)
F F
o— LAH-THF OH
Br > Br
0]

20 CAS:179232-29-2 11

A 0 °C, se afnadié gota a gota hidruro de aluminio y litio (1,14 g, 30 mmoles) a una disolucion de 4-bromo-2-
fluorobenzoato de metilo (4,66 g, 20 mmoles) en tetrahidrofurano (100 ml) de forma lenta. Se retird el bafio de hielo-
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sal usado tras la adicion gota a gota. La reaccién fue completa (detectado por medio de LCMS y TLC) tras agitar
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se enfri6 la mezcla a 0 °C de nuevo y se inactivé la reaccion con agua (1,14 ml)
y una disolucién de NaOH al 10 % (11,4 ml), respectivamente. Tras agitar durante 15 minutos a temperatura ambiente,
se filtr6 la mezcla y posteriormente se lavé la torta filtrante con tetrahidrofurano (50 mix2) y acetato de etilo EA
(50 mIx2). Se seco el filtrado con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y posteriormente se concentr6é para obtener un
producto oleoso incoloro (3,4 g, rendimiento de 83 %).

1.2 3-fluoro-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2)
F F
OH Zn(CN), = OH
Br > N= \ /
Pd(PPh3),-DMF

1-1 1-2

Se afadieron cianuro de cinc (1,85 g, 15,85 mmoles) y tetraquis (trifenilfosfino) paladio (Pd(PPhas)s, 0,916 g,
0,79 mmoles) a una disolucién de alcohol 4-bromo-2-fluorobencilico (1-1, 3,25 g, 15,85 mmoles) en DMF (35 ml). Tras
someter a desoxigenacion por medio de burbujeo de argén, se calentd la mezcla de reaccién a 100 °C y se hizo
reaccionar durante 16 horas, se enfri6 a temperatura ambiente, se diluyé con acetato de etilo (100 ml), se lavo
sucesivamente con agua (100 mix3) y salmuera saturada (100 mix3), se secé con sulfato de sodio anhidro y se filtro.
Se concentro el filtrado para obtener el producto bruto. A continuacion, se purificéd el producto bruto por medio de
cromatografia en columna (sistema de elucion: éter de petréleo:acetato de etilo = 15/1-4/1) para obtener un producto
solido blanco (0,72 g, 30 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 152,1 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) é: 7,63 (t, J= 7,6 Hz,
8,0 Hz, 1H), 7,48 (dd, J= 1,2 Hz, 8,0 Hz, 1H), 7,48 (dd, J= 1,2 Hz, 9,2 Hz, 1H), 4,83 (d, J= 10 Hz, 2H), 2,00 (t, J=
10 Hz, 1H).

1,3 (2)-3-fluoro-N'-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3)
F R
C/( OH  HO-NH,HCI >: /N—OH
N=
NaHCO; MeOH HO NH,

1-2 1-3

Y

Se anadieron sucesivamente clorhidrato de hidroxilamina (0,645 g, 9,28 mmoles) y bicarbonato sédico (1,56 g,
18,56 mmoles) a una disolucién de 3-fluoro-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2, 0,70 g, 4,64 mmoles) en metanol (150 ml)
para obtener una suspension que posteriormente se tratd a reflujo durante 5 horas. A continuacién, se enfrio a
temperatura ambiente y se filtrd. Se lavo la torta filtrante con metanol (10 ml) y se concentro el filtrado obtenido para
obtener 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que fue un producto bruto (1-3, 0,846 g, 99 % de rendimiento),
que se uso directamente en la siguiente etapa. El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 185,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CD30D) &: 7,51~7,45
(m, 2H), 7,37~7,34 (m, 1H), 4,67 (s, 2H).

1,4 Alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5)

F
— S OH
. OH
N-OH ; N
/ LA W |
NH, -N
3 1.5

HO EDCI HOBT DMF O

1- -
A temperatura ambiente, se agité una disolucién de acido 4-isobutil benzoico (1-4, 0,819 g, 4,60 mmoles), clorhidrato
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI, 0,882 g, 4,60 mmoles) e 1-hidroxibenzotriazol (0,621 g,
4,60 mmoles) en N,N-dimetilformamida (10 ml) durante 30 minutos antes de la adicion de (Z)-3-fluoro-N"-hidroxi-4-
hidroximetil benzamidina (1-3, 0,846 g, 4,60 mmoles). Se calenté el sistema mixto en un bafo de aceite a 140 °C
durante 2 horas. LCMS indic6 que los materiales de partida reaccionaron de forma completa. Se enfrié posteriormente
a temperatura ambiente y se retird la mayoria de N,N-dimetilformamida por medio de destilacién a presion reducida.
Se extrajo la mezcla con agua y acetato de etilo, y se lavd sucesivamente la fase organica obtenida con una disolucién
de HCI 0,5 N, disolucién de NaHCO3 saturada y agua, se secd con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, posteriormente
se concentro el filtrado a sequedad. A continuacién, se purificé el residuo por medio de cromatografia en columna
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(sistema de elucion: éter de petréleo: acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido blanco (1-5, 0,92 g, 61 % de rendimiento). El pico de ion
molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS
(ESI): m/z 327,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H), 7,59
(t, J=8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J= 6,8
Hz, 6H).

1,5 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6)

F F
OH ~o
7 7
o-N THF o-N
1-5 1-6
A 60 °C, se agitd un sistema de suspensién de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-
5, 0,91 g, 2,79 mmoles) y diéxido de manganeso (2,43 g, 27,9 mmoles) en tetrahidrofurano (30 ml) durante 2 horas.
Posteriormente se enfrié el sistema de suspension a temperatura ambiente, se filtr6 y se concentrd para obtener 2-
fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto sélido blanco (1-6, 0,90 g, 99,6 %
de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

fue: MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 5: 10,42 (s, 1H), 8,12~7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J =
7,2 Hz, 2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

1,6 Acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 2)

E F
N\(©A HOOC{:NH 7 \ \j\co
7| > ) OH
o-N

HOAc, THF, MeOH o-N
NaCNBH;

1-6 Compuesto 2

A temperatura ambiente, se agité una disolucién de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-
6, 0,90 g, 2,78 mmoles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 0,28 g, 2,78 mmoles) y &cido acético (1 ml) en metanol-
tetrahidrofurano (20 ml/20 ml) durante 2 horas. A continuacion, se afiadié una disolucién de cianoborohidruro sédico
(1,08 g, 16,35 mmoles) en metanol (60 ml) a la mezcla de reaccién y se agité la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 16 horas adicionales y se filtr6. Se lavé la torta filtrante con metanol (10 ml) y posteriormente se
secO para obtener &cido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin  carboxilico
(Compuesto 2) que fue un producto sélido blanco (0,20 g, 18 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado
por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z410,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H
(400 MHz, CD30D) ¢: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H), 7,68 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J
= 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J=7,2 Hz, 2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 3: Sintesis de acido 1-{2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin  carboxilico
(Compuesto 3)

1,1 4-bromo-2-clorobenzoato de metilo (185312-82-7)

Cl Cl
OH SOCI,/MeOH O—
Br > Br
¢] 6]
CAS:59748-90-2 CAS:185312-82-7

A 0 °C, se afnadi6 gota a gota cloruro de tionilo (3,57 g, 30 mmoles) a una disolucién de acido 4-bromo-2-clorobenzoico
(4,71 g, 20 mmoles) en metanol (100 ml) de forma lenta. Se retir6 el bafio de hielo-sal usado después del goteo y a
continuacion se calenté la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 horas. TLC y LCMS indicaron que los materiales de
partida reaccionaron de forma completa. El disolvente y el cloruro de tionilo en exceso se retiraron por medio de
evaporacion rotatoria para proporcionar el producto bruto. A continuacién, se disolvié el producto bruto en
diclorometano (100 ml), se lavd sucesivamente con disolucion de bicarbonato sédico saturado (100 mix2) y salmuera
saturada (100 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se filtr6. Se obtuvo un producto sélido amarillo (4,79 g,
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96 % de rendimiento) por medio de evaporacion rotatoria. El pico de ion molecular mostrado por medio de
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 248,9,8/250,8/252,8 [M+H]+.

1,2 Alcohol 4-bromo-2-clorobencilico (1-1)

Cl Cl
Oo— LAH-THF OH
Br > Br
0]
CAS:185312-82-7 11

A 0 °C, se afnadié gota a gota hidruro de aluminio y litio (1,09 g, 30 mmoles) a una disolucion de 4-bromo-2-
clorobenzoato de metilo (4,78 g, 19,16 mmoles) en tetrahidrofurano (100 ml) de forma lenta. Se retir6 el bafio de hielo-
sal usado después de ese goteo. La reaccion fue completa (detectada con LCMS y TLC) tras agitar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se enfrié la mezcla a 0 °C de nuevo y se inactivo la reaccion con agua (1,09 ml) y una disolucién
de NaOH al 10 % (10,9 ml) respectivamente. Tras agitar durante 15 minutos a temperatura ambiente, se filtré la mezcla
y posteriormente se lavé la torta filtrante con tetrahidrofurano (50 miIx2) y acetato de etilo EA (50 mix2). Se seco el
filtrado con sulfato de sodio anhidro, se filtrd, y se concentrd posteriormente para obtener un producto oleoso incoloro
(3,4 g, 80 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria
de masas fue: MS (ESI): m/z 202,9/204,9 [M-OH]*.

1,3 3-cloro-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2)

Cl Cl
OH Zn(CN), — OH
Br > N= \ /
Pd(PPhjs),-DMF

11 1-2

Se anadieron cianuro de cinc (0,67 g, 5,73 mmoles) y tetraquis(trifenilfosfino) paladio (Pd(PPhs)s, 0,33 g,
0,287 mmoles) a una disolucioén de alcohol 4-bromo-2-clorobencilico (1-1, 1,27 g, 5,73 mmoles) en DMF (15 ml). Tras
desoxigenar por medio de burbujeo de argoén, se calent6 la mezcla de reacciéon a 100 °C y se hizo reaccionar durante
16 horas, se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6é con acetato de etilo (50 ml), se lavé sucesivamente con agua
(50 miIx3) y salmuera saturada (50 miIx3), se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se filtr6. Se concentr6 el filtrado
para obtener un producto bruto. Posteriormente, se purificd el producto bruto por medio de cromatografia en columna
(sistema de elucion: éter de petrdleo:acetato de etilo = 15/1-4/1) para obtener un producto sélido blanco (0,387 g, 40 %
de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
fue: MS (ESI): m/z 168,0/170,1 [M+H]*.

1,4 (2)-3-cloro-N'-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3)
Cl Cl
:< OH HO—NH, HCl >: /N—OH
N=
NaHCO3; MeOH HO NH,

1-2 1-3

Y

Se anfadieron sucesivamente clorhidrato de hidroxilamina (0,321 g, 4,62 mmoles) y bicarbonato sédico (0,776 g,
9,24 mmoles) a una disoluciéon de 3-cloro-4-hidroximetil-benzonitrilo (1-2, 0,387 g, 2,31 mmoles) en metanol (80 ml)
para obtener una suspension que posteriormente se calent6é a reflujo durante 5 horas. A continuacién, se enfrié a
temperatura ambiente y se filtrd. Se lavo la torta filirante con metanol (10 ml) y se concentro el filtrado obtenido para
obtener, en forma de producto bruto blanco, 3-cloro-N"-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,324 g, 70 % de
rendimiento), que se usé directamente en la siguiente etapa. El pico de ion molecular mostrado por medio de
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 201 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, DMSO-
d6) 6: 9,74 (a, 1H), 7,68 (s, 1H), 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,88 (a, 2H), 5,49 (a, 1H), 4,27 (s,
2H).

1,5 Alcohol 2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5)
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Cl

cl WOH OH
N-OH - N
/—©—<’ o ™ <<—@—</ |
HO NH, EDCI HOBT DMF o-N

1-3 1-5

A temperatura ambiente, se agité una disolucién de &cido 4-isobutil benzoico (1-4, 0,288 g, 1,62 mmoles), clorhidrato
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI, 0,31 g, 1,62 mmoles) e 1-hidroxibenzotriazol (0,219 g,
1,62 mmoles) en N,N-dimetilformamida (8 ml) durante 30 minutos antes de la adicién de (Z)-3-cloro-N’-hidroxi-4-
hidroximetil benzamidina (1-3, 0,324 g, 1,21 mmoles). Se calent6 el sistema mixto obtenido en un bafio de aceite de
140 °C durante 2 horas. LCMS indic6 que los materiales de partida reaccionaron de forma completa. Se enfrié a
temperatura ambiente y se retir6 la mayoria de N,N-dimetilformamida por medio de destilacién a presion reducida. Se
extrajo la mezcla con agua y acetato de etilo, y se lavé sucesivamente la fase orgénica obtenida con una disolucién
de HCI 0,5 N, disolucion de NaHCO3 saturada y agua, se secd con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, posteriormente
se concentro el filtrado a sequedad. Posteriormente, el residuo se purificd por medio de cromatografia en columna
(sistema de elucion: éter de petrdleo:acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener alcohol 2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido blanco (1-5, 0,36 g, 65 % de rendimiento). El pico de ion
molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS
(ESI): m/z 343,0/345,0 [M+H]*. RMN: RMN "H (400 MHz, CDCI3) &: 8,16 (d, J= 1,2 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
8,07 (dd, J= 1,2 Hz, 8,0 Hz, 1H), 7,66 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J= 7,2 Hz,
2H), 0,94 (d, J=7,2 Hz, 6H).

1,6 2-cloro-4-[5-(4-isobuitilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6)

cl cl
OH =0
7 7 |
o-N THF o-N

1-5 1-6

A 40 °C, se agit6 alcohol 2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 0,36 g, 1,05 mmoles) y di6éxido
de manganeso (0,914 g, 10,5 mmoles) en tetrahidrofurano (30 ml) durante 2 horas. A continuacion, se enfri6 el sistema
de suspensién a temperatura ambiente, se filtrd y se condensé para obtener un producto bruto. El producto bruto se
purificé por medio de cromatografia en columna (sistema de elucion: éter de petréleo:acetato de etilo = 20/1-10/1) para
obtener 2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 0,34 g, 95 % de rendimiento). El pico de
ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS
(ESI): m/z 341,1 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 10,52 (s, 1H), 8,28 (d, J= 1,2 Hz, 1H), 8,16 (dd, J=
1,2 Hz, 8,4 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,04 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 2,58 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
0,94 (d, J= 7,6 Hz, 6H).

1.7 Acido 1-{2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 3)

cl al
— C ’NW/©/\ HOOC{:"‘H 1-7 )‘KK@A \lCOOH
> I
o-N HOAc, THF, MeOH o-N
NaCNBH,
1-6 Compuesto 3

Se agité 2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 0,34 g, 1,0 mmoles), acido acetidin-3-
carboxilico (1-7, 0,101 g, 1,0 mmoles) y acido acético (0,35 ml) en metanol-tetrahidrofurano (10 ml/10 ml) durante
2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadié una disolucion de cianoborohidruro de sodio (0,378 g, 6,0
mmoles) en metanol (20 ml) a la mezcla de reaccion y se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante
16 horas adicionales y se filtrd. Se lavo la torta filtrante con metanol (10 ml) y posteriormente se secé para obtener
acido 1-{2-cloro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 3) que fue un
producto soélido blanco (0,109 g, 26 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia
de liquidos-espectrometria de masas fue: MS(ESI) m/z 426,1/428,3 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CD30D) 6: 8,33
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(d, J=1,6 Hz, 1H), 8,22 (dd, J = 1,6 Hz, 8,0 Hz, 1H), 8,16 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 4,72 (s, 2H), 4,46 (m, 4H), 3,74 (m, 1H), 2,63 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 1,97 (m, 1H), 0,96 (d, J = 7,2 Hz, BH).

Ejemplo 4: Sintesis de acido 1-{2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico
(Compuesto 4)

1.1 2,4-Dibromobenzoato de metilo (54335-33-0)

Br Br
OH SOCIl,/MeOH o—
Br - Br
6] 6]
CAS:611-00-7 CAS:54335-33-0

A 0 °C, se afnadi6 gota a gota cloruro de tionilo (3,57 g, 30 mmoles) a una disolucién de acido 2,4-dibromobenzoico
(5,60 g, 20 mmoles) en metanol (100 ml) de forma lenta. Se retird el bafio de hielo-sal usado tras ese goteo y
posteriormente se calent6 la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 horas. TLC y LCMS indicaron que los materiales
de partida reaccionaron de forma completa. Se retiraron el disolvente y el cloruro de tionilo en exceso por medio de
evaporacion rotatoria para proporcionar un producto bruto. A continuacion, el producto bruto se disolvié en
diclorometano (100 ml), se lavd sucesivamente con disolucion de bicarbonato sédico saturada (100 mix2) y salmuera
saturada (100 ml), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se filtré. Se obtuvo un producto sélido amarillo (5,92 g, 100 %
de rendimiento) por medio de evaporacion rotatoria. El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 292,8/294,7/269,9 [M+H]*.

1.2 Alcohol 2,4-dibromobencilico (1-1)

Br Br
Oo— LAH-THF OH
Br » Br
O
CAS:54335-33-0 1-1

A 0 °C, se anadi6 gota a gota hidruro de aluminio y litio (1,14 g, 30 mmoles) a una disolucién de 2,4-dibromobenzoato
de metilo (5,90 g, 20 mmoles) en tetrahidrofurano (120 ml) de forma lenta. Se retir6 el bafo de hielo-sal usado tras
ese goteo. La reaccion fue completa (detectado con LCMS y TLC) tras agitar durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se enfri6 la mezcla a 0 °C de nuevo y se inactivo la reaccién con agua (1,14 ml) y una disolucion de NaOH al 10 %
(11,4 ml), respectivamente. Tras agitar durante 15 minutos a temperatura ambiente, se filtr6 la mezcla y posteriormente
se lavo la torta filtrante con tetrahidrofurano (60 mix2) y acetato de etilo EA (60 mIx2). Se seco el filirado con sulfato
de sodio anhidro, se filtrd, concentr6 y posteriormente se purificé por medio de cromatografia en columna (sistema de
elucion: éter de petréleo:acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener un producto oleoso incoloro (2,3 g, 43 % de
rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue:
MS (ESI): m/z 246,9/248,9/250,9 [M-OH]J*.

1,3 3-bromo-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2)

Br Br
OH Zn(CN), — OH
Br > N= N\ //
Pd(PPh;),-DMF

11 1-2

Se afadieron cianuro de cinc (1,01 g, 8,65 mmoles) y tetraquis(trifenilfosfino) paladio (Pd(PPhs)s, 0,50 g, 0,43 mmoles)
a una disoluciéon de alcohol 2,4-dibromobencilico (1-1, 2,3 g, 8,65 mmoles) en DMF (20 ml). Tras someter a
desoxigenacion por medio de burbujeo de argdn, se calentd la mezcla de reacciéon a 80 °C y se hizo reaccionar durante
5 horas, se enfrid a temperatura ambiente, se diluy6é con acetato de etilo (80 ml), se lavd sucesivamente con agua
(80 mIx3) y salmuera saturada (80 miIx3), se secé con sulfato de sodio anhidro y se filtrd. Se concentré el filtrado para
obtener un producto bruto. Posteriormente, se purificd el producto bruto por medio de cromatografia en columna
(sistema de elucién: éter de petrdleo:acetato de etilo = 15/1-4/1) para obtener un producto sélido blanco (0,81 g, 44 %
de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
fue: MS (ESI): m/z211,9/213,9 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 7,82 (s, 1H), 7,69 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
7,65 (d, J=8,0 Hz, 1H), 4,80 (s, 2H).

1,4 (2)-3-bromo-N'-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3)
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Br Br
::f OH  HO—-NH,HCI : /N—OH
N=
NaHCO3; MeOH HO NH,

1-2 1-3

Y

Se anadieron sucesivamente clorhidrato de hidroxilamina (0,524 g, 7,54 mmoles) y bicarbonato sédico (1,27 g,
15,08 mmoles) a una disolucién de 3-bromo-4-hidroximetil-benzonitrilo (1-2, 0,80 g, 3,77 mmoles) en etanol (120 ml)
para obtener una suspension que posteriormente se calentd a reflujo durante 5 horas. Posteriormente, se enfrié a
temperatura ambiente y se filtr6. Se lavé la torta filtrante con metanol (10 ml), y se concentré el filtrado para obtener
3-bromo-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que fue un producto bruto blanco (1-3, 0,90 g, 97 % de rendimiento)
que se uso directamente en la siguiente etapa. El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 245/247 [M+H]*.

1,5 Alcohol 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5)

Br
~N
1-5

HO NH, EDCI HOBT DMF O
3

r
1- -
A temperatura ambiente, se agité una disolucién de acido 4-isobutil benzoico (1-4, 0,653 g, 3,67 mmoles), clorhidrato
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI, 0,704 g, 3,67 mmoles) y 1-hidroxibenzotriazol (0,495 g,
3,77 mmoles) en N,N-dimetilformamida (10 ml) durante 30 minutos antes de la adicién de (Z)-3-bromo-N"-hidroxi-4-
hidroximetil benzamidina (1-3, 0,90 g, 3,67 mmoles). Se calento el sistema mixto en un bafio de aceite de 140 °C
durante 2 horas. LCMS indicé que los materiales reaccionaron de forma completa. A continuacién, se enfrié a
temperatura ambiente y se retir6 la mayoria de N,N-dimetilformamida por medio de destilacion a presion reducida. Se
extrajo la mezcla con agua y acetato de etilo, y se lavo sucesivamente la fase obtenida con una disolucion de HCI
0,5 N, disolucién de NaHCOS3 saturada y agua, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, posteriormente se
concentré el filtrado a sequedad. A continuacion, se purificéd el residuo por medio de cromatografia en columna (sistema
de elucién: éter de petroleo: acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener alcohol 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto soélido blanco (1-5, 0,36 g, 36 % de rendimiento). El pico de ion molecular
mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: (ESI): m/z 387,1/389,1 [M+H]+.

1,6 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6)

Br Br
OH =0
7 | —_— > an
o-N THF o-N
1-5 1-6

A 50 °C, se agitd una suspensién de alcohol 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 0,51 g,
1,32 mmoles) y diéxido de manganeso (1,15 g, 13,2 mmoles) en tetrahidrofurano (30 ml) durante 2 horas.
Posteriormente, se enfrid el sistema de suspension a temperatura ambiente, se filir6 y se concentré para obtener un
producto bruto. Se purific el producto bruto por medio de cromatografia en columna (sistema de elucién: éter de
petréleo:acetato de etilo = 20/1-10/1) para obtener 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-
6, 0,34 g, 67 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 385,0/387,0 [M+H]*.

1,7 Acido 1-{2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 4)

16



10

15

20

25

30

35

ES 2802977 T3

Br Br
4<_@_</N\(©A HOOC{)NH . 4<_©_</N \XCOOH
> ]
o-N o-N

HOAc, THF, MeOH
NaCNBH,

1-8 Compuesto 4

A temperatura ambiente, se agité una disolucion de 2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido
(1-6, 0,34 g, 0,88 mmoles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 0,089 g, 0,88 mmoles) y acido acético (0,3 ml) en metanol-
tetrahidrofurano (10 ml/10 ml) durante 2 horas. Posteriormente, se afiadié una disolucién de cianoborohidruro de sodio
(0,333 g, 5,28 mmoles) en metanol (20 ml) a la mezcla de reaccién y se agité la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 16 horas adicionales y se filtr6. Se lavé la torta filtrante con metanol (10 ml) y posteriormente se
sec6O para obtener acido 1-{2-bromo-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazl-3-il]-bencil{-3-acetidin  carboxilico
(Compuesto 4) que fue un producto de sélido blanco (0,1112 g, 27 % de rendimiento). El pico de ion molecular
mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 469,9/471,8 [M+H]*.
RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,39 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 8,12 (dd, J= 1,2 Hz, 8,4 Hz, 1H), 8,08 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 7,70 (d, J=8,4 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,23 (s, 2H), 4,08 (m, 2H), 3,99 (m, 2H), 3,44 (m, 1H), 2,56 (d, J =
6,8 Hz, 2H), 1,91 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,8 Hz, 6H).

Ejemplo 5 ( no de acuerdo con la invencién): Sintesis de acido 1-{2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-
bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 5)

1,1 Alcohol 4-bromo-2-metilbencilico (1-1)

Oo— LAH-THF OH
Br - Br
6]

CAS:99548-55-7 11

A 0 °C, se anadi6 gota a gota hidruro de aluminio y litio (1,425 g, 37,5 mmoles) a una disolucion de 4-bromo-2-
metilbenzoato de metilo (5,725 g, 25 mmoles) en tetrahidrofurano (120 ml) de forma lenta. Se retird el bafio de hielo-
sal usado tras el goteo. La reaccién fue completa (detectado por medio de LCMS y TLC) tras agitar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se enfrié la mezcla a 0 °C de nuevo y se inactivo la reaccion con agua (1,43 ml) y una disolucion
de NaOH al 10 % (14,3 ml) respectivamente. Tras agitar durante 15 minutos a temperatura ambiente, se filtré la mezcla
y posteriormente se lavé la torta filtrante con tetrahidrofurano (80 miIx2) y acetato de etilo EA (80 mix2). Se seco el
filtrado con sulfato de sodio anhidro, se filtré y posteriormente se concentré para obtener un producto oleoso incoloro
(4,535 g, 90 % de rendimiento).

1.2 3-metil-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2)

:< OH Zn(CN), —(  OH
Br L N=
Pd(PPhs),-DMF \_/

11 1-2

Se anadieron cianuro de cinc (2,63 g, 22,5 mmoles) y tetraquis(trifenilfosfino) paladio (Pd(PPhs)4, 1,31 g, 1,13 mmoles)
a una disolucién de alcohol 4-bromo-2-metilbencilico (1-1, 4,53 g, 22,5 mmoles) en DMF (50 ml). Tras someter a
desoxigenacion por medio de burbujeo de argén, se calenté la mezcla de reaccién a 100 °C y se hizo reaccionar
durante 16 horas, se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6 con acetato de etilo (120 ml), se lavd sucesivamente
con agua (120 miIx3) y salmuera saturada (120 mix3), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se filtré. Se concentré el
filtrado para obtener el producto bruto. A continuacién, se purificé el producto bruto por medio de cromatografia en
columna (sistema de elucion: éter de petr6leo:acetato de etilo = 15/1-4/1) para obtener un producto sélido blanco
(2,8 g, 84 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria
de masas fue: MS (ESI): m/z 148,1 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 7,57 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,52 (d, 7,6
Hz, 1H), 7,44 (s, 1H), 4,76 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 2,34 (s, 3H).

1,3 (2)-3-metil-N'-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3)
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Y

Se anadieron clorhidrato de hidroxilamina (2,64 g, 38 mmoles) y bicarbonato soédico (6,38 g, 76 mmoles)
sucesivamente a una disolucién de 3-metil-4-hidroximetil benzonitrilo (1-2, 2,8 g, 19 mmoles) en metanol (500 ml) para
obtener una suspensién que se traté posteriormente a reflujo durante 5 horas. A continuacion, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtr6. Se lavo la torta filtrante con metanol (100 mix2), y se concentrd el filirado obtenido para obtener
3-metil-N"-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que fue un producto bruto blanco (1-3, 3,425 g de producto bruto, 100 %
de rendimiento), que se us6 directamente en la siguiente etapa. El pico de ion molecular mostrado por medio de
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z 181,0 [M+H]*.

1,4 Alcohol 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5)

o 0L =0 =

EDCI HOBT DMF

A temperatura ambiente, se agit6é una disolucion de acido 4-isobutil benzoico (1-4, 3,382 g, 19 mmoles), clorhidrato de
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI, 3,642 g, 19 mmoles) e 1-hidroxibenzotriazol (2,565 g, 19 mmoles)
en N,N-dimetilformamida (60 ml) durante 30 minutos antes de la adicién de (Z)-3-metil-N"-hidroxi-4-hidroximetil
benzamidina (1-3, 3,42 g, 19 mmoles). Se calenté el sistema mixto en un bafo de aceite de 140 °C durante 2 horas.
LCMS indicé que los materiales de partida reaccionaron por completo. Posteriormente, se enfri6 a temperatura
ambiente y se retird la mayoria de N,N-dimetilformamida por medio de destilacion a presion reducida. Se extrajo la
mezcla con agua y acetato de etilo, y se lavé sucesivamente la fase organica obtenida con una disolucion de HCI
0,5 N, disolucién de NaHCOS saturado y agua, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, posteriormente se
concentré el filtrado a sequedad. A continuacion, se purificéd el residuo por medio de cromatografia en columna (sistema
de elucién: éter de petroleo:acetato de etilo = 10/1-4/1) para obtener alcohol 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto soélido blanco (1-5, 2,51 g, 41 % de rendimiento). El pico de ion molecular
mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z323,0 [M+H]".
RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,98 (m, 2H), 7,59 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,77 (s, 2H), 2,57 (d, J= 7,2 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H), 1,93 (m, 1H), 0,92 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

1,5 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6)

1-5 1-6

A 60 °C, se agit6 alcohol 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 2,5 g, 7,76 mmoles) y diéxido
de manganeso (6,75 g, 77,6 mmoles) en tetrahidrofurano (100 ml) durante 2 horas. A continuacion, se enfrié el sistema
de suspensién a temperatura ambiente, se filtré y se concentré para obtener 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto sélido blanco (1-6, 2,4 g, 97 % de rendimiento). El pico de ion
molecular mostrado por medio de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas fue: MS
(ESI): m/z 321,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 10,38 (s, 1H), 8,20-8,13 (m, 4H), 7,97 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 7,37 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 2,80 (s, 3H), 2,61 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 1,96 (m, 1H), 0,96 (d, J = 7,6 Hz, 6H).

1,6 &cido 1-{2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico (Compuesto 5)
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A temperatura ambiente, se agitd 2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 0,88 g,
2,75 mmoles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 0,278 g, 2,75 mmoles) y &cido acético (1 ml) en metanol-
tetrahidrofurano (20 m1/20 ml) durante 2 horas. A continuacion, se afiadié una disolucién de cianoborohidruro de sodio
(1,04 g, 16,5 mmoles) en metanol (60 ml) a la mezcla de reaccidn y se agité la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 16 horas adicionales y se filir6. Se lavé la torta filtrante con metanol (10 mIx2) y posteriormente se
secO para obtener acido 1-{2-metil-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un
producto sélido blanco (0,23 g, 21 % de rendimiento). El pico de ion molecular mostrado por medio de cromatografia
de liquidos-espectrometria de masas fue: MS (ESI): m/z406,0 [M+H]*. RMN: RMN 'H (400 MHz, CD30D) &:
8,12 (d, J= 8,0 Hz, 2H), 8,08 (s, 1H), 8,04 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,53 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,47 (s,
2H), 4,23 (m, 4H), 3,44 (m, 1H), 2,61 (d, J= 7,2 Hz, 2H), 2,52 (s, 3H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 6: Experimento farmacocinético in vivo de compuestos proporcionados por medio de la presente invencién

En el presente Ejemplo, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de los compuestos 1 (no de acuerdo con la
invencion), 2 (de acuerdo con la invencion), 3 (de acuerdo con la invencion), 4 (de acuerdo con la invencion) y 5 (no
de acuerdo con la invencion), por medio de dosificacion i.v. y p.o. a ratas de Spraque Dawley. Los animales
experimentales usados en el presente ejemplo y posteriormente fueron ratas SD macho de 7-9 semanas de edad, con
un peso corporal que varié de 186 a 231 g, que se adquirieron en Beijing Vital River Laboratory Animal Technology
Co., Ltd. Se colocaron los animales en cuarentena por parte del veterinario durante 5 dias tras la adquisicién, a
continuacion, los animales pasaron inspeccion de cuarentena y se seleccionaron para el ensayo en condiciones SPE,
en las que los animales sometidos a ensayo se asignaron a 3 ratas por grupo como se muestra a continuacion.

Grupo de administracion oral: se prepararon respectivamente 2,74 mg de cada uno de los compuestos 1-5 en una
disolucién de 0,3 mg/ml mediante el uso de 9,113 ml de CMC-Na al 0,5 % como diluyente. Se sometié cada disolucion
a agitacion vorticial 1-2 minutos tras mezclar por completo, y a continuacion se traté por medio de ultrasonidos durante
20-30 minutos hasta obtener una suspension uniforme. Se usé la suspensién uniforme como medicina administrada a
un grupo de administracion oral, y se llevd a cabo la administracién con una dosis de 10 ml/kg de peso corporal de
cada rata.

Grupo de administracion intravenosa: se prepararon 1,61 mg de cada uno de los compuestos 1-5 respectivamente en
una disolucién de 1 mg/ml mediante el uso de 1,610 ml de HP-B-CD al 10 % como diluyente. Se sometié cada
disolucién a agitacion vorticial 1-2 minutos después de mezclar por completo, y posteriormente se sometié a
tratamiento de ultrasonidos durante 28-30 minutos. Se us6 la disolucion obtenida como medicina administrada al grupo
de administracion intravenosa, y se llevo a cabo la administracién con una dosis de 1 ml/kg de peso corporal de cada
rata.

Tanto para el grupo de administracion oral como para el grupo de administracion intravenosa, se tomaron muestras
de sangre a las 0,0833 h (5 minutos), 0,25 h (15 minutos), 0,5h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 hy 24 h después de la administracion.
Tras anestesia con isoflurano se tomaron 0,3 ml de sangre a partir del plexo venoso de los animales en cada momento
de tiempo. Se sacrificaron los animales después de tomar todas las muestras.

Se colocaron las muestras recogidas en tubos EP que contenian heparina de sodio (aproximadamente 10 pl,
1000 IU/ml), que posteriormente se colocaron en fragmentos de hielo de forma inmediata, y se centrifugd a 4.500 rpm
y baja temperatura (4 °C) durante 5 minutos. Se aisl6 el plasma de forma rapida y posteriormente se almacend a -
20 °C hasta el andlisis.

Se midio6 la concentracion de cada compuesto en sangre por medio de LC-MS/MS-001 (Q-trap-3200) con osalmida
como material de patron interno, como se muestra a continuacién. Se afadieron 24 pl de plasma de blanco a la
muestra de plasma de 6 ul (5 veces de dilucion) y posteriormente se afiadié una disolucién de acetonitrilo que contenia
150 pl de material de patrén interno (osalmida en 100 pyg/ml). Se agité la mezcla durante 5 minutos, y posteriormente
se centrifugé a 14.000 rpm durante 5 minutos. Se implantaron 2 pl de la muestra obtenida en LC-/MS/MS para el
andlisis. Como para el caso de la muestra de plasma no diluida, se afiadieron 30 pl de la misma a una disolucion de
acetonitrilo que contenia 150 yl de material de patron interno (osalmida en 100 pg/ml). Se agit6é la mezcla durante
5 minutos, y posteriormente se centrifug6 a 14.000 rpm durante 5 minutos. Se implantaron 2 pl de la muestra obtenida
en LC-MS/MS para el analisis.
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Como para el analisis de datos, se us6 WinNolin (V6.2) modelo sin compartimientos (NCA) para el célculo de los
principales parametros farmacocinéticos metabdlicos incluyendo t1/2, AUC (0-t), AUCinf, V, Cl, MRT, etc., y se us6
Microsoft Office EXCEL para el célculo de los valores medios, desviaciones tipicas y coeficientes de variacion.

A partir de los datos mostrados en la Tabla 1, se indica claramente que, en comparacién con la semivida terminal del
compuesto 1 que fue de aproximadamente 11 horas, la semivida terminal de cada uno de los compuestos 2, 3y 4 fue
menor de 5,5 horas tras administracién oral. Por tanto, las semividas de los tres compuestos con sustituyentes de
halégeno (compuestos 2, 3 y 4) fueron casi un 50 % mas cortas que las del compuesto 1.

Existe un cambio de semivida similar en el estudio de parametros farmacocinéticos de administracion intravenosa. A
partir de los datos mostrados en la Tabla 2 se indica claramente que, en comparacién con la semivida terminal y el
tiempo de residencia medio (MRT) del compuesto 1, la semivida terminal y el tiempo de residencia medio de cada uno
de los compuestos 2, 3 y 4 sustituidos con halégeno se redujeron de forma significativa. Estos datos muestran que las
sustituciones de halégeno en la posicion 2 el compuesto 1 pueden acelerar la eliminacion de los compuestos de la
sangre. Lo que es mas, los resultados del estudio sobre eliminacion (Cl) mostraron que, el acortamiento de la semivida
terminal y el tiempo de residencia medio no vinieron provocados por la mayor eliminacion de los compuestos.

No cabe esperar un acortamiento significativo en las semividas de los compuestos 2, 3 y 4 (todos de acuerdo con la
invencion) con la teoria convencional, ya que no se obtienen resultados similares mediante sustitucion con otros
sustituyentes en la misma posicion del compuesto 1 (no de acuerdo con la invencién). Por ejemplo, la semivida se
amplié en lugar de acortarse (véase Tabla 1y 2) cuando el sustituyente es metilo (lo que corresponde al compuesto
5; no de acuerdo con la invencion). Ademas, se puede apreciar a partir de la curva de la concentracién de compuesto
en sangre vs tiempo tras la administracion oral que, en comparacién con los compuestos 1 y 5 (no de acuerdo con la
invencion), la velocidad de eliminacion de los compuestos 2, 3 y 4 (de acuerdo con la invencién) se acelerd obviamente
cuando alcanzaron la concentracion més elevada (Figura 1).

Tabla 1: Parametros farmacocinéticos de administracion oral (3 mg/kg)
Compuesto Tmax (h) | Cmax (ng/ml) | AUCint (h*ng/ml) | T1/2 (h) |F (%)
Compuesto 1*| 2,00 | 365+51,5 6197 + 147 10,6 £1,07 | 82,5
Compuesto2 | 2,00 | 341 +36,2 3829 +184 5,47 0,63 | 63,4
Compuesto 3 | 3,33 | 681 +61,1 8107 +469 5,30 £0,51 | 96,1
Compuesto4 | 1,15 | 346 +29,6 4419 +449 |537x0,15|52,9
Compuesto 5* | 3,33 | 249 +8,74 5460 +401 12,3 12,09 | 74,0

* No de acuerdo con la invencién.

Tabla 2: Parametros farmacocinéticos de administracion intravenosa (1 mg/kg)

Compuesto CL (I/h/kg) Vss (I/kg) |AUGint (h*ng/ml) | T1/2 (h) | MRTint (h)
Compuesto 1* 0,427 + 0,063 (4,65 +0,389| 2376 +329 (8,69+0,80 11,0+ 1,20
Compuesto 2 10,499 + 0,039 3,12+ 0,101 | 2012+146 |5,47 +0,42 6,28 £ 0,44
Compuesto 3 0,366 + 0,050 2,65 +0,229 | 2767 +410 |5,04+0,37 |5,11 £0,39
Compuesto 4 0,362 + 0,026 2,75 +0,112| 2768 +200 (5,29 +0,60 5,23 £+ 0,36
Compuesto 5* 0,454 + 0,018 /5,87 + 0,802 | 2203 +89,5 (10,1+1,02|12,9+1,24

* No de acuerdo con la invencion.
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Ejemplo 7: Efecto de los compuestos proporcionados por medio de la presente invencidn sobre la internalizacion de
S1P1y S1P3.

1) Experimento de efecto de internalizacion sobre S1P1

Se sabe bien que los agonistas de molécula pequenia S1P1 puede evitar que los linfocitos penetren en la circulacién
periférica induciendo internalizacién de S1P1 sobre la superficie celular. Con el fin de determinar si los compuestos
proporcionados por medio de la presente invencién tienen actividad de induccion de internalizacién S1P1, se usan
células CHO-S que expresan S1P1 humano, para sustituir a los linfocitos, como sistema de deteccién de
internalizacion de S1P1. Para facilitar el control de S1P1 sobre la superficie celular, se funde una cola Myc al N-
terminal de S1P1, analizandose de este modo la expresion de S1P1 por medio de citometria de flujo tras incubar las
células con anticuerpos marcados con fluorescente frente a la cola Myc.

Se prepar6 una disoluciéon de reserva 10 mM disolviendo el compuesto 2 proporcionado por medio de la presente
invencion en sulféxido de dimetilo (DMSQO), y posteriormente se diluyé la disolucién de reserva a diferentes
concentraciones segun se dese6 con DMEM. Se recolectaron las células CHO-S que portan S1P1 humano con cola
Myc y posteriormente se ajustaron a una densidad de un millén de células por ml gracias al medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM). Se mezclaron concentraciones diferentes del Compuesto 2 diluido en un volumen igual y la
suspension celular y posteriormente se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Tras la incubacién, se centrifugé la mezcla a
800 rpm durante 5 minutos para obtener las células. Se re-suspendieron las células en tampén FACS (PBS que
contenia BSA al 1 %) y se afadié anticuerpo Myc marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (de Californian
Miltenyi Biotec GmbH, EE.UU.) y se incub6 durante 1 hora en hielo. Se lavaron las células, se re-suspendieron en
tampdn FACS pre-enfriado y se analizo por medio de citometria de flujo FACS Calibur.

Los datos del experimento mostraron que el compuesto 2 exhibié una actividad de induccién de internalizacion S1P1
de manera dependiente de la dosis (Tabla 3). También se detectaron las actividades de los compuestos 3 y 4 para
inducir la internalizacion de S1P1 por medio del mismo método, y los resultados obtenidos no mostraron diferencia
significativa con el compuesto 1. Esto indica que todos los compuestos obtenidos a través de sustitucién con F, Cl 'y
Br (compuestos 2, 3 y 4) todavia poseen actividad para provocar la activacion de S1P1 al tiempo que tienen semividas
obviamente acortadas.

2) Experimento de efecto de internalizacién sobre S1P3

Se usaron células CHO-S que expresaban S1P3 humano para llevar a cabo el ensayo de deteccion de internalizacién.
Ademas de las células, el método experimental fue el mismo que el método del experimento de deteccion internalizada
de S1P1.

Los resultados del experimento mostraron que, de forma similar al compuesto 1, los efectos de los compuestos 2, 3y
4 sobre S1P fueron especificos, concretamente que los compuestos Unicamente tuvieron un efecto de activacion de
internalizacion sobre S1P1 y no tuvieron efecto de activacion de internalizaciéon alguno sobre el subtipo S1P3 (Tabla
3). Esto indica que, aunque los compuestos con sustituyente F, Cl o Br obviamente tienen una semivida in vivo
acortada, en comparacion con el compuesto 1, la selectividad de los compuestos frente a S1P1 diana no se ve
modificada. En este sentido, los compuestos de la presente invencion son diferentes de FTY720 actualmente usado
en la actividad clinica, que es un agonista S1P no selectivo. FTY720 puede activar diversos receptores S1P, tales
como S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 y S1P5, dando como resultado de este modo una serie de efectos secundarios graves,
por ejemplo, bradicardia.

Tabla 3: Actividad y selectividad de los compuestos 2, 3 y 4 frente a receptores

Internalizacion de receptor (EC50)

S1P1 S1P3
Compuesto 1* 5,69 nM >1000 nM
Compuesto 2 9,83 nM >1000 nM
Compuesto 3 3,21 nM >1000 nM
Compuesto 4 4,20 nM >1000 nM

*No de acuerdo con la invencién.
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Ejemplo 8: Efectos de los compuestos proporcionados por medio de la presente invencion sobre el nimero de linfocitos
en sangre periférica.

S1P1, que se expresa sobre la superficie de los linfocitos, resulta esencial para que los linfocitos abandonen el tejido
linfoide secundario y posteriormente penetren en la circulacion periférica. Los agonistas de S1P1 de molécula pequefia
pueden activar el receptor y generar un efecto de internalizacion sobre dicho receptor. Este mecanismo es un
mecanismo actualmente conocido por medio del cual se evita que los linfocitos abandonen el tejido linfoide secundario,
lo cual tiene como resultado un menor nimero de linfocitos en la circulacién periférica. Con el fin de determinar si los
compuestos proporcionados por medio de la presente invencion pueden reducir el nimero de linfocitos en sangre
periférica, se lleva a cabo un experimento de efecto in vivo sobre los linfocitos.

Se prepar6 una cantidad apropiada de compuesto 2 en forma de suspensién con carboximetilcelulosa de sodio (CMC-
Na) y se administr6 por via oral a tres ratas Sprague-Dawley (SD). Se tomaron muestras de sangre (0,5 ml) 30 minutos
antes de la administracion y en diferentes momentos después de la administracién (se colocaron las muestras de
sangre recogidas en tubos EP que contenian una cantidad apropiada de disolucion EDTA-2K) y se analizd
directamente en un analizador celular de sangre ADVIA2120.

Los resultados del experimento mostraron que el compuesto 2 redujo el nimero de linfocitos en sangre periférica de
manera eficaz. El nimero de linfocitos en sangre periférica se vio reducido obviamente 30 minutos después de la
administracion, y ademas se vio reducido en todos los instantes de toma de muestra (30, 120, 240, 360 y 480 minutos).
El compuesto 2, en todas las tres dosis evaluadas, tuvo la actividad, en la que se observ6 una reduccion de mas de
un 50 % de linfocitos en sangre periférica Unicamente con una dosis de 0,01 mg/kg, y la reduccién mayor se observé
con una dosis de 1 mg/kg (Figura 2). Lo que es mas, el efecto del compuesto 2 es especifico para los linfocitos, y el
compuesto 2 modificoé el nimero de células mononucleares periféricas y otros leucocitos de manera no obvia.

Se encontr6 que el efecto del compuesto 3 (de acuerdo con la invencion), 4 (de acuerdo con la invencion) y 5 (no de
acuerdo con la invencion) sobre los linfocitos fue similar a la del compuesto 2 (de acuerdo con la invencién) sometiendo
a ensayo los compuestos 3, 4 y 5 con el mismo método (Figura 3 y Figura 4).

Ejemplo 9: Efecto del Compuesto 2 sobre el desarrollo de artritis tipo |l inducida por colageno en ratas Lewis.

La artritis reumatica en personas es una enfermedad autoinmunitaria, en la cual el propio sistema inmunitario del
paciente ataca a los tejidos de las articulaciones. Los linfocitos que incluyen células T y B juegan un papel importante
en la patogénesis de la enfermedad. Se sabe que la inhibicién de las funciones de la célula T mediante el bloqueo de
la activacion de las células T es un tratamiento eficaz para la artritis reumatica. Debido a que el Compuesto 2 bloquea
la salida de linfocitos, resulto interesante determinar si seria eficaz a la hora de inhibir el desarrollo de artritis en el
modo CIA en ratas. Para llevar a cabo el ensayo, se indujo el desarrollo de la enfermedad en ratas Lewis como se
muestra a continuacion. Se anestesiaron ratas con isoflurano y se inyecto por via intradérmica un total de 0,5 ml de
emulsion CII/CFA. La emulsion se inyect6 en tres puntos, uno en la base de la cola (0,1 ml), y otros dos puntos
(0,2 ml/punto) en la espalda de la rata cerca de la base de la cola. Se proporcioné una inyeccion de recuerdo idéntica
por via intradérmica a los 7 dias de la inmunizacion principal evitando los puntos de inyeccién anteriores.

Se prepar6 el compuesto 2 en forma de suspensién en CMC-Na al 0,5 % y se administr6 por via oral a las ratas en el
momento de la inyeccion ClI/CFA. Se administré por via oral TOFACITINIB al grupo de control positivo 12 dias después
de la sensibilizacion. Se puntué la gravedad de artritis en las cuatro patas, 2 veces por semana, comenzando a los
7 dias después de la sensibilizacién. Los criterios son los siguientes: puntuacién 0: sin evidencia de eritema e
hinchamiento; puntuacién 1: eritema e hinchamiento leve confinado a la curvatura plantar (tarso) o la articulacion del
tobillo; puntuaciéon 2: eritema e hinchamiento leve que se extiende desde el tobillo hasta la curvatura plantar;
puntuacién 3: eritema e hinchamiento moderado que se extiende desde el tobillo hasta las articulaciones del metatarso;
puntuacién 4: eritema e hinchamiento grave que abarca tobillo, pie y dedos. Se determiné el hinchamiento de la
articulacién, medido por medio del volumen de las patas posteriores usando un Plethysmémetro, en el Dia 0, y después
2 veces por semana a partir del Dia 7 hasta el Dia 28. Se determind la destruccion de la articulacién por medio de
examen de rayos-X el Dia 28. Los resultados mostraron que a 1 mg/kg, el Compuesto 2 resulté eficaz a la hora de
inhibir el desarrollo de artritis, basandose en el hinchamiento de la articulacion (Figura 5) y la destruccion de la
estructura de la articulacién (Figura 6). Se puede apreciar a partir de la Figura 5 que el Compuesto 2 tuvo una funcion
similar con TOFACITINIB, pero la dosificacién del mismo disminuyé de forma significativa.

Ejemplo 10: Efecto del Compuesto 2 sobre el desarrollo de encefalitis autoinmunitaria experimental (EAE).

Se ha comprobado que los agonistas S1P1 son eficaces en la esclerosis multiple humana y en modelos con animales
de MS. Se evalud la eficacia del Compuesto 2 en cuanto a encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE), un
modelo de ratén de esclerosis multiple humana. Se asignaron aleatoriamente ocho ratones C57BL/6 hembra a ocho
grupos basandose en el peso corporal y se inmunizaron en el presente estudio. Cada grupo consistié en diez (10)
ratones. Para inducir la enfermedad, se disolvi6 MOG 35-55 (MOG, glicoproteina de oligo-dendrocito de mielina) en
disolucién salina hasta una concentracion de 2 mg/ml, y se emulsion6 en Coadyuvante De Freund completo modificado
(CFA). Se anestesiaron los ratones con isoflurano y posteriormente se inyectaron 100 yl de emulsion, por via
subcutanea, en las espaldas afeitadas de los mismos en tres puntos, uno a lo largo de la linea media de la espalda
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entre los hombros, y dos en cada lado de la linea media sobre la espalda inferior. Se administro i.p. toxina Pertuxus
(200 ng en 200 pl de PBS), un dia después de la inmunizacion y 48 horas después para todos los grupos. Se evalud
el desarrollo de EAE mediante la puntuacion clinica de los ratones una vez al dia desde el Dia 0 hasta el Dia 30
después de la inmunizacién.

Se administré el Compuesto 2 preparado como suspension de Na CMC, por via oral, partiendo del momento de la
inmunizacion con MOG y se continu6é durante todo el estudio. Los datos mostraron que a las tres dosificaciones
evaluadas (0,03, 0,1 y 1 mg/kg), el Compuesto 2 inhibi6 de manera eficaz el desarrollo de EAE (Figura 7).

Ejemplo 11: Efecto del Compuesto 2 sobre la funcién cardiovascular de perros beagle

FTY720 es un agonista S1P1 no selectivo que se ha comprobado que presenta diversos efectos cardiovasculares que
incluyen bradicardia en seres humanos. Para determinar si el Compuesto 2 tiene un efecto sobre la frecuencia cardiaca
y el intervalo QT, se evalué el compuesto en un ensayo de telemetria en un perro beagle consciente.

Se prepar6 una cantidad apropiada de CMC-Na en forma de disolucién de CMC-Na al 0,5 % (peso/volumen) con agua
esterilizada para inyeccion. Se preparo la disolucién un dia antes de la administracién.

Se prepararon disoluciones del Compuesto 2 (muestras) con la concentracion de 2, 6 y 20 mg/ml un dia antes de la
administracion como se muestra a continuacion. Se afiadié una cantidad apropiada de Compuesto 2 en una cantidad
apropiada de disolucion de CMC-Na al 0,5 %. Se emulsioné la mezcla obtenida y se homogeneizé sobre una maquina
de emulsionado isotrépica. Las concentraciones tedricas del Compuesto 2 en las disoluciones de muestra preparadas
fueron 2, 6 y 20 mg/ml.

Se usaron un total de 8 animales y un disefo experimental cuadrado de Latino Doble en el presente experimento. Se
separaron los ciclos de administracion 3-5 dias. Se pesaron los animales un dia antes de cada ciclo de administracién,
y se mantuvieron en ayuno durante la noche. Al dia de la administracion, se encendi6 el sistema de telemetria (sistema
1 de telemetria de senal fisioldgica implantable, Data Science International Inc., EE.UU.), se ajustaron los parametros
de ensayo, se activaron los implantes y se registraron los indices fisiolégicos de los animales. Aproximadamente dos
horas después del encendido del sistema, se administré a los animales de acuerdo con los ciclos disefiados. Se
recogieron los datos de indice de tension arterial, electrocardiograma, temperatura corporal y similares de los animales
24 horas de la administracion. Durante la recogida, se apago el sistema de forma apropiada y se encendi6é de nuevo
con el fin de evitar un posible sobre-flujo de datos. El proceso de conmutacién no afect6 al valor de ajuste de los puntos
de datos y se registré el nimero de veces de conmutacion del sistema. Al dia siguiente de completar el registro, se
apagé el sistema de telemetria. Los instantes de deteccién son: 1 hora antes de la administracion (-1 h), y 0,5 h
(£ 5 minutos), 1 h (x 10 minutos), 1,5 h (£ 10 minutos), 2 h (x 15 minutos), 3 h (x 15 minutos), 4 h (£ 15 minutos), 8 h
(x 45 minutos), 24 h (x 1 h) después de la administracion. Todos los datos se recogieron por medio del soporte légico
PONEMAH Versién 4.8 de forma automatica. Los pardmetros se analizaron usando una configuracion artificial tras
completar la recogida. En primer lugar, se analizaron los datos por medio del soporte l6gico PONEMAH Version 4.8
de forma automdtica, y posteriormente se chequearon punto por punto de forma artificial para los valores
seleccionados. Como para el caso de los indices de frecuencia cardiaca, tensién arterial, respiraciéon y temperatura
corporal, se seleccionaron los valores medios de longitud de onda continua en 1 minuto, y se seleccionaron los valores
medios de longitud de onda en 10 segundos para los otros indices de electro-cardio. Durante la seleccién de los
valores, se prefieren los datos inmediatos en los instantes de deteccion. No obstante, si hubiera problemas tales como
grandes molestias debidas a ruido, irregularidades en la frecuencia cardiaca, o no fuera posible identificar la longitud
de onda de forma clara en los instantes de deteccion, se selecciona la longitud de onda con una sefal clara en el
intervalo concreto. Ademas, si la longitud de onda clara en el intervalo concreto no estuviera disponible para el analisis,
se deberian encontrar datos disponibles para el andlisis alrededor de los puntos del valor, lo cual se deberia explicar
especialmente en una tabla de puntos de valor. Se registrd el tiempo en el que se seleccionaron los valores.

Se uso el soporte légico estadistico SPSS13.0 para procesar los datos en el presente experimento. Se llevaron a cabo
andlisis de dos variables de manera que se ajusté el nivel de significacion en p < 0,05. Se expresaron los indices de
tension arterial, electrocardiograma, respiracion y temperatura corporal como "media * error estandar" y
posteriormente se analiz6 de acuerdo con el siguiente procedimiento: en primer lugar, se lleva a cabo un ensayo de
homogeneidad sobre los datos por medio del uso del Ensayo de Levene, y en caso de datos uniformes (P > 0,05), se
lleva a cabo un analisis de varianza de factor Unico; y si el resultado del analisis de varianza es significativo (P < 0,05),
se lleva a cabo una comparacion multiple de Dunnett en base a la diferencia entre el grupo de vehiculo y el grupo de
muestra. Si el resultado del Ensayo de Levene es significativo (P < 0,05), se lleva a cabo un ensayo no paramétrico
de Kruskal-Wallis; y si el resultado del ensayo no paramétrico de Kruskall-Wallis es significativo (P < 0,05), se lleva a
cabo una comparacion por parejas mediante un ensayo de U de Mann-Whitney.

Se calcula el intervalo de cambio una vez que se han normalizado los datos recogidos en los instantes con diferencia
significativa o tendencia de cambio significativo. La férmula de normalizacion es: % A = [(b1-b0)-(a1-a0)]/a1x100, en
la que b1 representa el valor del instante tras la administracién de las muestras, b0 representa el valor del instante
antes de la administracion de las muestras, al representa el valor correspondiente del instante tras la administracion
del vehiculo, a0 representa el valor del instante antes de la administracion del vehiculo, y % A representa el intervalo
de cambio.
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Comparando la frecuencia cardiaca, el intervalo QT y el intervalo QTcF de animales a los cuales se habia administrado
dosis de muestra con respecto a los indices de electrocardiograma de animales a los cuales se habia administrado
vehiculo, no se encontro diferencia significativa (P > 0,05) o tendencia de cambio (Figura 8A a Figura 8C).

Como método de sintesis de acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico
(Compuesto 2), a continuacion, se proporcionan Ejemplos de optimizacién del método y su condicién.

La sintesis del compuesto 2 se lleva a cabo de acuerdo con el método que incluye las siguientes etapas:

(1)
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16 Férmula IB (Compuesto 2)

Ejemplo 12: Evaluacion de la etapa (1) en el método de sintesis de la presente invencién.

Se preparé producto bruto del compuesto representado por medio de la férmula 1-5 y se caracterizé de acuerdo con
el Ejemplo 2. La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 77,25 %.

Se llevd a cabo una evaluacién de la condicion de purificacion por cristalizacion sobre el producto bruto preparado. La
operacion de cristalizacion fue como se muestra a continuacion: se disuelve el producto bruto en un disolvente de
cristalizacion, se cristaliza a 20 °C, y se seca a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-
3-il]-bencilico representado por medio de la férmula 1-5 que es un producto sélido casi blanco. Se detecté la pureza
por medio de LCMS.

En primer lugar, se llevd a cabo la operacion de cristalizacion anterior de acuerdo con los contenidos listados en la
Tabla 4 para la evaluacién del disolvente de cristalizacién preferido.

Tabla 4: Evaluacion de disolventes y su cantidad en cuanto a purificacion por cristalizacion

. Cantidad de disolvente | Pureza de producto | Pureza de producto Rendimiento de
Disolvente o g
(producto bruto:disolvente) bruto puro purificacién
. . Pequena cantidad de
Acetato de etilo 1g:1ml 77,25 % 96,72 % precipitados
Acetona 1g:1ml 77,25 % 95,22 % Pequena cantidad de

precipitados
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Metanol 19:3ml 77,25 % 99,08 % 55,4 %
Etanol 1g:3ml 77,25 % 99,36 % 37,4 %
Tetrahidrofurano 1g:1ml 77,25 % Disolucién transparente
Diclorometano 1g:1 ml 77,25 % 98,58 % Pequeha cantidad de

precipitados

Agua 1g:1ml 77,25 % 95,34 % 84 %

Se puede apreciar en la Tabla 4 que, cuando se usa un disolvente Unico para la cristalizacion, aumenta la pureza del
producto obviamente mediante el uso de metanol o etanol como disolvente. El rendimiento es mucho mas elevado
cuando se usa metanol que cuando se usa etanol, pero es Unicamente de un 55,4 %. La pureza del producto no
aumenta sustancialmente mediante el uso de agua como disolvente, pero la pérdida de rendimiento es menor. Por
tanto, se intenta en el estudio de seguimiento usar un disolvente mixto de metanol y agua como disolvente de
cristalizacion.

En segundo lugar, la operacion de cristalizacion anterior se lleva a cabo de acuerdo con los contenidos listados en la
Tabla 5 para evaluar la relacién preferida de metanol y agua en el disolvente mixto. La relacion de producto bruto (en
g, en peso) con respecto al disolvente mixto (en ml, en volumen) para la cristalizacion es de 1:5.

Tabla 5: Evaluacion de la relacién de metanol y agua en el disolvente mixto

Disolvente %?L%‘l:\lloer;]ge Pureza t()je producto Pureza de producto Rendi.][pien'tQ de
(relacion en ruto puro purificacién
volumen)
Metanol y agua 1:1 77,25 % 98,32 % 75,2 %
Metanol y agua 2:1 77,25 % 99,13 % 73,1 %
Metanol y agua* 3:1 77,25 % 99,27 % 72,7 %
Metanol y agua 1:2 77,25 % 97,20 % 79,8 %
Metanol y agua 1:3 77,25 % 95,68 % 83,2 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 5 que la pureza del producto aumenta, pero el rendimiento disminuye al
aumentar la cantidad de metanol en el disolvente mixto; y el rendimiento de purificacién aumenta, pero la pureza de
producto disminuye al aumentar la cantidad de agua. Considerando en términos globales, se escogi6é una relacion en
volumen de 3:1 como relacién de metanol y agua en el disolvente mixto.

En tercer lugar, se lleva a cabo la operacion de cristalizacion anterior de acuerdo con los contenidos listados en la
Tabla 6 para evaluar la cantidad de disolvente mixto. La relacién en volumen de metanol y agua en el disolvente mixto
es de 3:1.

Tabla 6: Evaluacion de la cantidad de disolvente

Disolvente Cantidad de disolvente Pureza de Pureza de Rendimiento de
(producto bruto:disolvente) | producto bruto producto puro purificacién
Metanol y agua 1g:3ml 77,25 % 98,99 % 69,9 %
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Disolvente Cantidad de dis_olvente Pureza de Pureza de Rendi.mien_t,o de
(producto bruto:disolvente) | producto bruto producto puro purificacién
Metanol y agua* 1.9:5mil 77,25 % 99,16 % 72,2 %
Metanol y agua 1g:10 ml 77,25 % 99,05 % 68,9 %
Metanol y agua 1g:20 ml 77,25 % 99,30 % 67,2 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 6 que se obtiene una pureza y rendimiento elevados cuando la relacion de peso
de producto bruto con respecto a volumen de disolvente es de 1 g:5 ml. No obstante, aunque se obtenga una pureza
mas elevada cuando la relacion en peso de producto bruto con respecto a volumen es de 1 g:20 ml, en comparacion
a cuando la relacién es de 1 g:5 ml, el rendimiento es menor. Por tanto, se selecciona una relacion de 1 g: 5 ml como
relacién en peso de producto bruto con respecto a disolvente usado como sistema de disolvente para la cristalizacion.

Ejemplo 13: Evaluacion de la etapa (2) en el método de sintesis de la presente invencién

Se llevd a cabo la etapa (2) de la presente invencion de acuerdo con el siguiente procedimiento: se disolvi6 alcohol 2-
fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico representado por medio de la formula 1-5 purificado a partir
del Ejemplo 1 en un disolvente de reaccion, y posteriormente se anadié diéxido de manganeso activo. El liquido de
reaccion se calento a reflujo y continud la reaccion. Se enfrio la reaccion a temperatura ambiente y se filtr6. Se recogio
un filtrado amarillo claro, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion reducida para obtener 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido representado por medio de la férmula 1-6 que fue un producto
solido blanco. Se detectd la tasa de conversién por medio de LCMS.

En primer lugar, se llevo a cabo la etapa de sintesis anterior de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 7 para
evaluar el disolvente de reaccion preferido. La relacién molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-
3-il]-bencilico representado por medio de la formula 1-5 con respecto a didéxido de manganeso es de 1:6. La expresion
"materia prima" en las Tablas 7-9 hace referencia a alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico
representado por medio de la formula 1-5.

Tabla 7: Evaluacion del disolvente de reaccion

Disolvente Cantidad _de digolvente (materia Tiempc_>,de Tasa de conversion Rendimiento
prima:disolvente) reaccion (LCMS)
Tetrahidrofurano 1g:10 ml 1h 96,26 % 92,2 %
Acetato de etilo* 1g:10 ml 1h 93,3 % 93,3 %
Tolueno 1g:10 ml 1h 91,7 % 91,7 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 7 que existe un pequefio efecto sobre la tasa de conversion y el rendimiento
cuando se usa tetrahidrofurano, acetato de etilo o tolueno como disolvente de reaccion. No obstante, existié riesgo de
seguridad cuando se uso tetrahidrofurano como disolvente de reaccién y elevada toxicidad cuando se usoé tolueno
como disolvente de reaccién, de este modo, se escogié acetato de etilo como disolvente de reaccion.

En segundo lugar, se llevo a cabo la etapa de sintesis anterior de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 8
para evaluar la cantidad preferida de disolvente. Se usé acetato de etilo como disolvente de reaccion, y la relacion
molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico representado por medio de la férmula 1-5
con respecto a diéxido de manganeso fue de 1:6.
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Tabla 8: Evaluacién de la cantidad de disolvente de reaccién

Cantidad de disolvente (materia prima:disolvente) | Tiempo de reaccién | Tasa de conversion (LCMS) | Rendimiento

1 g:10ml* 1h 97,76 % 93,3 %
1g:20 ml 1h 98,93 % 92,6 %
19:30 ml 1h 98,83 % 93,1 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 8 que existié un pequeno efecto sobre la tasa de conversion y el rendimiento
cuando la relacion de peso de la materia prima con respecto al volumen de disolvente fue de 1 g:10 ml, 1 g:20 mly
1 g:30 ml. Considerando el coste, se selecciond la relacion de 1g:10 ml como la cantidad de disolvente de reaccion.

En tercer lugar, se llevo a cabo la etapa de sintesis anterior de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 9 para
evaluar la cantidad preferida de diéxido de manganeso. Se us6 una cantidad de 1 g:10 ml de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-
isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico representado por medio de la férmula 1-5 con respecto a acetato de etilo.

Tabla 9: Evaluacién de la cantidad de oxidante

Cantidad de oxidante (relacién molar de materia prima con Tiempo de Tasa de conversion

respecto a diéxido de manganeso) reaccion (LCMS) Rendimiento
1:4 3h 96,91 % 86,6 %
1:5 3h 97,06 % 91,0 %
1:6* 3h 97,03 % 93,3 %
1:10 3h 97,12 % 93,6 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 9 que se obtuvieron una elevada tasa de conversion y rendimiento cuando la
relacién molar de materia prima con respecto a diéxido de manganeso fue de 1:6. No obstante, existe un pequefio
efecto sobre la tasa de conversion y el rendimiento cuando la relacién molar de materia prima con respecto a diéxido
de manganeso aumenté hasta 1:10. Por tanto, considerando tanto el coste como el rendimiento, la relacion molar de
1:6 se escogioé como la cantidad de materia prima y diéxido de manganeso.

Ejemplo 14: Evaluacion de la etapa (3) en los métodos de sintesis de la presente invencion. La etapa (3) de la presente
invencion se llevo a cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento:

A temperatura ambiente, se afadié 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido de férmula 1-6,
acido acetidin-3-carboxilico de formula 1-7 y &cido acético glacial al disolvente de reaccién y se agité durante 2 horas
a 20 °C. Se disolvi6 NaBH3CN en metanol, y posteriormente se afadié gota a gota la disolucién de NaBH3CN en
metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se agité el liquido de reaccion para reaccionar a 20 °C tras la adicion gota
a gota y se filtré. Se lavo la torta filtrante con metanol y posteriormente se secé para obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-
isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico representado por medio de la formula 1B (compuesto 2)
que fue un producto sélido blanco. Se detect6 la tasa de conversion por medio de LCMS.

En primer lugar, se llevé a cabo la etapa de sintesis anterior de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 10
para evaluar el disolvente de reaccion preferido. La relacion molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil),1,2,4-oxadiazol-3-
ill-benzaldehido de férmula 1-6 con respecto a acido acetidin-3-carboxilico de formula 1-7 fue de 1:1,05; la relacion
molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il-benzaldehido de férmula 1-6 con respecto a
cianoborohidruro de sodio es de 1:1, la temperatura de adicion gota a gota de la disolucién de NaBH3CN en metanol
fue de 15-20 °C; y la expresion "materia prima" en las Tablas 10-12 hace referencia a 2-fluoro-4-[5-(4-isobuitilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido representado por medio de la formula 1-6.
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Tabla 10: Evaluacion del disolvente de reaccion

Cantidad de disolvente (materia Tasa de conversién

Disolvente prima:disolvente) Tiempo de reaccion (LCMS) Rendimiento
Tetrahidrofurano 1g:40 ml 6h 1,64 %
Metanol* 1.9:40 mi 6h 79,26 % 69,10 %
Etanol 19:40 ml 6h 66,20 % 53,23 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 10 que la tasa de conversién fue muy baja cuando se usé tetrahidrofurano como
disolvente de reaccion. Al mismo tiempo tanto la tasa de conversion como el rendimiento fueron elevados cuando se
us6 metanol o etanol como disolvente de reaccion.

En segundo lugar, se llevd a cabo la etapa de sintesis anterior de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 11
para evaluar la cantidad preferida de agente de reduccion. La relacién molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-benzaldehido de férmula 1-6 con respecto a acido acetidin-3-carboxilico de férmula 1:7 fue de 1:1,05;
el disolvente de reaccion fue metanol y la temperatura de adicion gota a gota de la disolucion de NaBH3CN en metanol
fue de 15-20 °C.

Tabla 11: Evaluacién de la cantidad de agente reductor

Cantidad de agente reductor (relacién molar de Tiemoo de Tasa de
materia prima con respecto a cianoborohidruro reac%ién conversioén Rendimiento Pureza
de sodio) (LCMS)
1:0,5 15h 66,42 % 67,20 % 94,58 %
1:1* 15h 79,26 % 69,10 % 95,50 %
1:2 15h 73,77 % 65,61 % 94,24 %
1:6 15h 64,51 % 53,27 % 94,36 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 11 que la tasa de conversion, el rendimiento y la pureza del producto fueron
todos mas elevados cuando la relacion molar de materia prima con respecto a cianoborohidruro de sodio fue de 1:1.

En tercer lugar, la etapa de sintesis anterior se llev6 a cabo de acuerdo con los contenidos listados en la Tabla 12,
para evaluar la temperatura de adicién gota a gota preferida del agente reductor. La relacion molar de 2-fluoro-4-[5-
(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido de férmula 1-6 con respecto a acido acetidin-3-carboxilico de
formula 1-7 fue de 1:1,05; y el disolvente de reaccién fue metanol.

Tabla 12: Evaluacién de la temperatura de adicion gota a gota del agente reductor

Cantidad de agente reductor Cantidad de Tiempo de
. ; ) . . Do Tasa de
Temperatura | (materia prima (1-6):agente disolvente (materia adicion gota a 7 Pureza
CT conversién
reductor) prima:disolvente) gota
0-5°C 1 Eq. 40V 20 min 67,65 % 95,61 %
5-15°C 1 Eq. 40V 20 min 71,04 % 96,91 %
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15-20 °C* 1 Eq. 40V 20 min 74,50 % 97,91 %

* De acuerdo con la invencion.

Se puede apreciar a partir de la Tabla 12 que tanto la tasa de conversion como la pureza del producto fueron mayores
cuando la temperatura de adicidén gota a gota de cianoborohidruro de sodio fue de 15-20 °C.

Ejemplo 15: Método de sintesis de la presente invencion

(1) A temperatura ambiente, se disolvi6 &cido 4-isobutilico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida (1,7 )
y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccion a 30 °C y se agitd durante 30 minutos,
posteriormente se afnadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al liquido de
reaccion. Se calenté el liquido de reaccion a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrié6 a temperatura
ambiente y se retiré6 N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presién reducida. Se disolvié el concentrado
en acetato de etilo (2,0 I) y se lavé sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disolucién de NaHCO3 saturada (1,5 I). Se
recogio la fase organica y se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y se concentrd a presion reducida para obtener 256 g
de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,28 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 3:1), se cristaliz6 a 20 °C, se filtr6 y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 182 g, 71 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 93,1 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvio alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5,
0,14 kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (1,4 1) y posteriormente se afadié didxido de manganeso activo (0,21 kg,
2,42 moles). Se calenté el liquido de reacciodn a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié6 a temperatura
ambiente y se filtrd. Se recogié un filtrado amarillo claro, se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a presién
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 139 g, 99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 97,6 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]*. RMN: RMN "H (400 MHz, CDCI3) &: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 l) y se agit6é durante 2 horas a 20 °C. Se disolvié NaBH3CN (11,5 g, 0,185 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicién gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicion gota a gota y se filtr6. Se lavo la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se sec6 para
obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
sélido blanco (compuesto 2, 67 g, 89,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 98,8 %.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 16: Método de sintesis de la presente invencién

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 1,477 kg, 8,30 moles) en N,N-dimetilformamida
(17 1) y posteriormente se afnadieron 1-hidroxibenzotriazol (1,12 kg, 8,30 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (1,58 kg, 8,30 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afiadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 1,527 kg, 8,30 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrié a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presion reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (20 1) y se lavd sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disolucion de NaHCO3 saturada
(15 1). Se recogi6 la fase organica y se secé con sulfato de sodio anhidro, y se concentré a presion reducida para
obtener 2,6 kg de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizd por medio de 12,5 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 3:1), se cristaliz6 a 20 °C, se filtr6 y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
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4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sdlido casi blanco (1-5, 1,9 kg, 73 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 93,89 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvié alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 1,4 kg,
4,30 moles) en acetato de etilo (14 1) y posteriormente se ariadi6 diéxido de manganeso activo (2,1 kg, 24,15 moles).
Se calento el liquido de reaccion a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié a temperatura ambiente y se
filtr6. Se recogi6 un filtrado amarillo claro, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion reducida para
obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto sélido blanco (1-6, 1,38 g,
99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 93,94 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 5: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ill-benzaldehido (1-6, 0,6 kg,
1,85 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 0,195 kg, 1,93 moles) y acido acético glacial (0,360 I, 6,3 moles) a
metanol (16 1) y se agit6é durante 2 horas a 20 °C. Se disolvio NaBH3CN (0,115 kg, 1,85 moles) en metanol (2 1), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicion gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicion gota a gota y se filtrd. Se lavo la torta filtrante con 3 | de metanol y posteriormente se sec6 para obtener
acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto sélido
blanco (compuesto 2, 0,7 kg, 92,6 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 97,6 %.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 17: Método de sintesis de la presente invencion

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida
(1,7 1) y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afiadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrid a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presién reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (2,0 1) y se lavo sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disoluciéon de NaHCO3 saturada
(1,5 1). Se recogi6 la fase organica y se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y se concentrdé a presion reducida para
obtener 251 g de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,28 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 1:1), se cristaliz6 a 20 °C, se filtr6 y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 158 g, 63 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 92,1 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvio alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5,
0,14 kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (1,4 1) y posteriormente se afadié diéxido de manganeso activo (0,19 kg,
2,15 moles). Se calenté el liquido de reaccién a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtrd. Se recogié un filtrado amarillo claro, se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a presién
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 138 g, 99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 98,5 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN H (400 MHz, CDCI3) 5: 10,42 (s, 1H), 8,12~7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 |) y se agité durante 2 horas a 20 °C. Se disolvi6 NaBH3CN (5,8 g, 0,09 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicién gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicion gota a gota y se filtr6. Se lavo la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se sec6 para
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obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
sélido blanco (compuesto 2, 62 g, 81,9 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 94,6 %.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (1, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 18: Método de sintesis de la presente invencion

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida
(1,7 1) y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrid a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presién reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (2,0 1) y se lavo sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disoluciéon de NaHCO3 saturada
(1,5 1). Se recogié la fase organica y se secé con sulfato de sodio anhidro, y se concentr6 a presion reducida para
obtener 260 g de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,30 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 1:3), se cristaliz6 a 20 °C, se filtr6 y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 196 g, 76 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 88,7 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvio alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5,
0,14 kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (1,4 1) y posteriormente se afadié didéxido de manganeso activo (0,21 kg,
2,42 moles). Se calenté el liquido de reacciodn a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtré. Se recogié un filtrado amarillo claro, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 139 g, 99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 97,7 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 5: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 1) y se agité durante 2 horas a 20 °C. Se disolvio NaBH3CN (23,0 g, 0,37 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicion gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicion gota a gota y se filtr6. Se lavo la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se sec6 para
obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
solido blanco (compuesto 2,60 g, 79 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 94,2 %.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 19: Método de sintesis de la presente invencion

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida
(1,7 1) y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afiadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrié a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presién reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (2,0 1) y se lavo sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disoluciéon de NaHCO3 saturada
(1,5 1). Se recogid la fase organica y se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y se concentrd a presion reducida para
obtener 250 g de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,25 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 2:1), se cristaliz6 a 20 °C, se filtrd y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 169 g, 68 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 93,9 %.
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MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvio alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5,
0,14 kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (1,4 1) y posteriormente se afadié dioxido de manganeso activo (0,37 kg,
4,3 moles). Se calenté el liquido de reaccién a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtré. Se recogié un filtrado amarillo claro, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 139 g, 99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 99,2 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 I) y se agitd durante 2 horas a 20 °C. Se disolvié NaBH3CN (69,0 g, 1,11 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccién en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicion gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adiciéon gota a gota y se filtré. Se lavé la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se sec6 para
obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
sélido blanco (compuesto 2, 2, 54 g, 71,2 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 94,4
%.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (1, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 20: Método de sintesis de la presente invencion

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida
(1,7 1) y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afiadié 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrié a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presién reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (2,0 1) y se lavo sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disolucién de NaHCO3 saturada
(1,5 1). Se recogid la fase organica y se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y se concentrd a presion reducida para
obtener 256 g de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,28 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 1:2), se cristaliz6 a 20 °C, se filtr6 y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 190 g, 74 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 92,6 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvio alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5,
0,14 kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (1,4 1) y posteriormente se afadié didéxido de manganeso activo (0,15 kg,
1,72 moles). Se calent6 el liquido de reaccion a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtrd. Se recogié un filtrado amarillo claro, se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a presién
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 139 g, 99,0 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 96,9 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 5: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 l) y se agit6é durante 2 horas a 20 °C. Se disolvié NaBH3CN (11,5 g, 0,185 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicién gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicion gota a gota y se filtr6. Se lavo la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se sec6 para
obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
solido blanco (compuesto 2, 64 g, 84,4 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 95,5 %.
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MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

Ejemplo 21: Método de sintesis de la presente invencién

(1) A temperatura ambiente, se disolvié acido 4-isobutilbenzoico (1-4, 0,148 kg, 0,83 moles) en N,N-dimetilformamida
(1,7 1) y posteriormente se afadieron 1-hidroxibenzotriazol (0,11 kg, 0,83 moles) y clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,16 kg, 0,83 moles). Se calenté el liquido de reaccién a 30 °C y se agitd durante
30 minutos, posteriormente se afadid 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina (1-3, 0,153 kg, 0,83 moles) al
liquido de reaccion. Se calenté el liquido de reaccién a 140 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas, se enfrié a
temperatura ambiente y se retiré N,N-dimetilformamida por medio de concentracion a presion reducida. Se disolvié el
concentrado en acetato de etilo (2,0 1) y se lavo sucesivamente con agua (1,5 Ix2) y disolucién de NaHCO3 saturada
(1,5 1). Se recogié la fase organica y se secé con sulfato de sodio anhidro, y se concentr6 a presion reducida para
obtener 258 g de producto bruto.

El producto bruto obtenido a partir de lo anterior se recristalizé por medio de 1,29 | de disolvente mixto de metanol y
agua (una relacion en volumen de 3:1), se cristaliz6 a 20 °C, se filtrd y se secé a vacio para obtener alcohol 2-fluoro-
4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que fue un producto sélido casi blanco (1-5, 186 g, 72 % de
rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 93,8 %.

MS (ESI): m/z 327,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,98 (m, 1H), 7,86 (m, 1H),
7,59 (t, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 2,57 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J
= 6,8 Hz, 6H).

(2) A temperatura ambiente, se disolvid alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico (1-5, 0,14
kg, 0,43 moles) en acetato de etilo (2,8 I) y posteriormente se afadi6é diéxido de manganeso activo (0,21 kg, 2,42
moles). Se calento el liquido de reaccion a reflujo y se hizo reaccionar durante 3 horas, se enfri6 a temperatura
ambiente y se filtré. Se recogié un filtrado amarillo claro, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion
reducida para obtener 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que fue un producto soélido
blanco (1-6, 138 g, 99 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 98,8 %.

MS (ESI): m/z 325,0 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 10,42 (s, 1H), 8,12-7,99 (m, 5H), 7,34 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 2,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,93 (m, 1H), 0,93 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

(3) A temperatura ambiente, se afiadieron 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido (1-6, 60 g,
0,185 moles), acido acetidin-3-carboxilico (1-7, 19,5 g, 0,193 moles) y acido acético glacial (360 ml, 0,63 moles) a
metanol (1,6 ) y se agité durante 2 horas a 20 °C. Se disolvié NaBH3CN (11,5 g, 0,185 moles) en metanol (200 ml), y
posteriormente se anadié gota a gota la disolucion de NaBH3CN en metanol al sistema de reaccion en 1 hora. Se
control6 la temperatura de adicion gota a gota en 15-20 °C. Se agit6 el liquido de reaccion durante 16 horas a 20 °C
tras la adicién gota a gota y se filtré. Se lavé la torta filtrante con 300 ml de metanol y posteriormente se seco para
obtener acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin carboxilico que fue un producto
solido blanco (compuesto 2, 64 g, 84,5 % de rendimiento). La pureza detectada por medio de LCMS fue de un 96,9 %.

MS (ESI): m/z 410,2 [M+H]+. RMN: RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,68 (1, J = 8,0 Hz, 7,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,15 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 2,61 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 1,95 (m, 1H), 0,94 (d, J = 7,2 Hz, 6H).

No se pretende que la descripcion anterior de las realizaciones de la presente invencion limite la presente invencion,
y los expertos en la técnica pueden preparar diversos cambios y variaciones de acuerdo con la presente invencion,
los cuales se encuentran dentro del alcance de proteccion de la presente invencion. El alcance de proteccion viene
determinado por medio de las reivindicaciones adjuntas.
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1.- Un compuesto como se muestra en la Férmula I

en la que R es halégeno.
2.- El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que R es F, Cl o Br.

3.- El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o afeccién con mediacion de S1P1.

4.- El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicha enfermedad o afeccion esta
seleccionada entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, esclerosis mdltiple, enteritis inflamatoria, enfermedad
autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria crénica, asma, neuropatias inflamatorias, artritis, trasplante, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, lupus eritematoso, soriasis, lesién de isquemia-reperfusion, tumor sélido, enfermedad asociada
a angiogénesis, enfermedad de los vasos sanguineos, dolor, enfermedad virica aguda, enfermedad intestinal
inflamatoria, diabetes mellitus dependiente o no dependiente de insulina y otras enfermedades inmunoldgicas
relacionadas; preferentemente, dicha afeccién o enfermedad esta seleccionada entre el grupo que consiste en
esclerosis multiple, artritis reumatoide, enteritis inflamatoria y soriasis.

5.- Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion
2, y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6.- La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la composicién farmacéutica esta en
forma de comprimido, supositorio, comprimido dispersable, comprimido con revestimiento entérico, comprimido
masticable, comprimido de desintegracién oral, capsula, agente revestido con azlcar, granulo, polvo seco, disolucion
oral, aguja pequefia para inyeccion, polvo liofilizado o disolucion parenteral de gran volumen para inyeccion;
preferentemente el vehiculo farmacéuticamente aceptable esta seleccionado entre el grupo que consiste en diluyentes,
agentes de disolucidn, agentes desintegrantes, agentes de suspensioén, lubricantes, aglutinantes, materiales de
relleno, agentes aromatizantes, edulcorantes, antioxidantes, tensioactivos, conservantes, agentes de envasado y
pigmentos.

7.- El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo
con la reivindicacion 5 o 6 para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccion con mediacion de S1P1, que
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto o composicion
farmacéutica; preferentemente en el que dicho sujeto es un mamifero.

8.- El compuesto o composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha
enfermedad o afeccién esta seleccionada entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, esclerosis multiple,
enteritis inflamatoria, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria cronica, asma, neuropatias inflamatorias,
artritis, trasplante, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus eritematoso, soriasis, lesion de isquemia-reperfusion,
tumor sdlido, enfermedad asociada a angiogénesis, enfermedad de los vasos sanguineos, dolor, enfermedad virica
aguda, enfermedad intestinal inflamatoria, diabetes mellitus dependiente o no dependiente de insulina y otras
enfermedades inmunoldgicas relacionadas; preferentemente, dicha enfermedad o afeccién esta seleccionada entre el
grupo que consiste en esclerosis multiple, artritis reumatoide, enteritis inflamatoria y soriasis.

9.- Un método de sintesis del compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R es F, siendo dicho compuesto
acido 1-{2-fluoro-4-[5-(4-isobuitilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencil}-3-acetidin-carboxilico, comprendiendo dicho método
de sintesis las siguientes etapas:

(1) hacer reaccionar 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que se muestra en la formula 1-3 con &cido 4-
isobutilbenzoico que se muestra en la formula 1-4, en presencia de agentes de condensacion clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol para generar alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-
oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la formula 1-5:
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y purificar el producto bruto obtenido tras la generacion de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-
bencilico que se muestra en la férmula 1-5 a través de cristalizacion, en el que el disolvente de cristalizacion utilizado
es una mezcla de metanol y agua con una relaciéon de 3:1 en volumen, y la relaciéon de producto bruto (en g, en peso)
con respecto a disolvente de cristalizacién (en mol, en volumen) es de 1:5;

(2) hacer reaccionar el alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula
1-5 obtenido en la etapa (1) con didéxido de manganeso para generar 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-

il-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6:
F F
O (e O
~<_©_</N | Mn O, M |
o-M o-N

1-5 1-6

o

en la que la reaccion se lleva a cabo en un disolvente de reaccion que es acetato de etilo, la relacion de alcohol 2-
fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula 1-5 (en g, en peso) con respecto
al disolvente de reaccion (en ml, en volumen) es de 1:10, y la relacién molar de alcohol 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-3-il]-bencilico que se muestra en la férmula 1-5 con respecto a dioxido de manganeso es de 1:6;

(3) hacer reaccionar el 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-
6 obtenido en la etapa (2) con acido acetidin-3-carboxilico que se muestra en la férmula 1-7 mediante el uso de acido
acético como catalizador y cianoborohidruro de sodio como agente reductor para generar el compuesto que se muestra
en la formula IB:

o ety

HOAE,
MNaCNEH

Férmula IB (Compuesto 2)

en la que la reaccion se lleva a cabo en un disolvente de reacciéon que es metanol, la relacion molar de 2-fluoro-4-[5-
(4-isobuitilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la férmula 1-6 con respecto a cianoborohidruro
de sodio es 1:1, y el cianoborohidruro de sodio se disuelve en metanol y se afiade gota a gota sobre el sistema de
reaccion a una temperatura de 15-20 °C.

10.- El método de sintesis de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que en la etapa (1), la cristalizacion se lleva a cabo
a 20 °C.

11.- El método de sintesis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10,

(a) en el que la reaccion de la etapa (1) se lleva a cabo en un disolvente de reaccion que es uno o mas seleccionado
entre acetonitrilo, N-metilpirrolidona y N,N-dimetilformamida; la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 80-140
°C; y la relacién molar de 3-fluoro-N"-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que se muestra en la formula 1-3 y el &cido 4-
isobutilbenzoico que se muestra en la formula 1-4 es de 1:1-2,0, y/o

(b) en el que en la etapa (1), el disolvente de reaccion es N,N-dimetilformamida; preferentemente, la temperatura de
reaccion es de 130-140 °C; preferentemente, la relacion molar de 3-fluoro-N’-hidroxi-4-hidroximetil benzamidina que
se muestra en la férmula 1-3 con respecto a acido 4-isobutilbenzoico que se muestra en la formula 1-4 es de 1:1-1,5,
mas preferentemente de 1:1-1,2.

12. El método de sintesis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que en la etapa (2), la
reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 40-70 °C, preferentemente de 60-70 °C.
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13.- El método de sintesis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que en la etapa (3), la
relacién molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con
respecto a acido acetidin-3-carboxilico que se muestra en la formula 1-7 es de 1:1-1,2, y la reaccion se lleva a cabo a
una temperatura de 0-30 °C durante un periodo de reaccion de 1-16 horas.

14.- El método de sintesis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que en la etapa (3), la
relacién molar de 2-fluoro-4-[5-(4-isobutilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]-benzaldehido que se muestra en la formula 1-6 con
respecto a acido acetidin-3-carboxilico que se muestra en la férmula 1-7 es de 1:1-1,1, mas preferentemente de 1:1;
preferentemente, la temperatura de reaccion es de 10-20 °C, mas preferentemente de 15-20 °C; preferentemente, el
periodo de reaccion es de 4-16 horas.
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 6
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