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DESCRIPCION
Nuevos compuestos
Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a compuestos heterociclicos, que son derivados de pirimidinona que tienen propiedades
inhibidoras de elastasa de neutréfilos humanos, y su uso en terapia.

Antecedentes de la invencion

La elastasa de neutréfilos humanos (HNE) es una serina proteinasa de 32 kDa encontrada en los granulos azuréfilos de
los neutrdfilos. Tiene un papel en la degradacion de una amplia gama de proteinas de la matriz extracelular, incluyendo
fibronectina, laminina, proteoglicanos, colagenos tipo Ill y tipo 1V, asi como elastina (Bieth, G. in Regulation of Matrix
accumulation, Mecham, R.P. (Eds), Academic Press, NY, USA 1986, 217-306). Hace tiempo que se considera que HNE
desempefia un papel importante en la homeostasis mediante la reparaciéon y eliminacion de los tejidos dafiados
mediante la degradacion de las proteinas estructurales del tejido. También es relevante en la defensa contra la invasion
bacteriana por medio de la degradacion del cuerpo bacteriano. Ademas de sus efectos sobre los tejidos de la matriz, la
HNE se ha visto implicada en la regulacion positiva de la expresion génica de IL-8 y también induce la liberacion de IL-8
desde las células epiteliales del pulmén. En modelos animales de enfermedad pulmonar obstructiva crénica inducida por
la exposiciéon al humo de tabaco, tanto los inhibidores de molécula pequefia como los inhibidores de proteina de HNE
inhiben la respuesta inflamatoria y el desarrollo de enfisema (Wright, J.L. et al. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2002, 166,
954-960; Churg, A. et al. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2003, 168, 199-207). De este modo, la HNE puede desempefar
un papel tanto en la destruccién de la matriz como en la amplificacion de las respuestas inflamatorias en las
enfermedades respiratorias crénicas, donde la afluencia de neutrdfilos es un rasgo caracteristico. De hecho, se cree que
HNE desempefia un papel en varias enfermedades pulmonares, incluida la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), la fibrosis quistica (CF), el sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), el enfisema pulmonar, la
neumonia y la fibrosis pulmonar. También esta implicado en varias enfermedades cardiovasculares en las que esta
implicada la remodelacion tisular, por ejemplo, en la insuficiencia cardiaca y la generacion de lesién isquémica tisular
después de un infarto agudo de miocardio.

La COPD es un término genérico que abarca tres afecciones patoldgicas diferentes, todas las cuales contribuyen a la
limitacién del flujo de aire: bronquitis crénica, enfisema y enfermedad de las vias respiratorias pequefias. En general, los
tres existiran en grados variables en pacientes que presentan COPD, y los tres pueden deberse a inflamacién mediada
por neutréfilos, tal como lo respalda el aumento del nimero de neutréfilos observados en los fluidos de fuga
broncoalveolar (BAL) de pacientes con COPD (Thompson, A.B.; Daughton, D.; et al. Am. Rev. Respir. Dis. 1989, 140,
1527-1537). El principal determinante patogénico en la COPD se ha considerado durante mucho tiempo como el
equilibrio proteasa-antiproteasa (también conocido como la "hipétesis de elastasa: antielastasa"), en el que existe un
desequilibrio de HNE y antiproteasas enddgenas tales como la a1-antitripsina (o4-AT), el inhibidor de la proteasa
leucocitaria secretora (SLPI) y la preelafina conducen a diversos trastornos inflamatorios de la COPD. Los individuos
que tienen una deficiencia genética del inhibidor de la proteasa a4-antitripsina desarrollan enfisema que aumenta en
severidad a lo largo del tiempo (Laurrell, C.B.; Erikkson, S Scand. J. Clin. Invest. 1963 15, 132-140). Por lo tanto, un
exceso de HNE es destructivo, provocando la descomposicion de la morfologia pulmonar con pérdida de elasticidad y
destruccion de las uniones alveolares de las vias respiratorias en el pulmoén (enfisema) al tiempo que aumenta la
permeabilidad microvascular y la hipersecrecion de moco (bronquitis crénica).

Se han descrito varios inhibidores de neutréfilos humanos hasta ahora en la técnica. En particular, solicitudes de
patentes internacionales No. W0O2011/110858 y el documento No. W02011/110859 describe algunos derivados de
pirimidina que tienen propiedades inhibidoras de la elastasa de neutréfilos humanos y su uso en terapia.

Aunque se han descrito varios inhibidores de HNE en lo que se ha informado anteriormente, todavia existe la necesidad
de inhibidores de HNE adicionales. Particularmente, todavia existe la necesidad de inhibidores de HNE adicionales
dotados de una alta potencia para la inhibicion de la enzima HNE. Particularmente ventajoso seria también la
identificacion de inhibidores de HNE adicionales dotados de una alta potencia para la inhibicion de la enzima HNE y que
mostrarian un perfil de revelado apropiado como un tratamiento de inhalacion.

La presente invencion aborda la necesidad mencionada anteriormente proporcionando los compuestos de la invencion.

Se describen inhibidores de HNE adicionales en la solicitud PCT/EP2013/076672 en tramitacion junto con la presente y
en el documento WO2013/037809 A1.

Breve descripcion de la invencion

Esta invencidon proporciona nuevos compuestos que son inhibidores de HNE, y son dutiles en el tratamiento de
enfermedades o afecciones en las que la actividad de HNE desempefia un papel.

Resumen de la invencién
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La presente invencion se refiere a compuestos que son inhibidores de HNE que caen dentro del alcance de la formula
(1) del numero PCT/EP2013/076672, pero que no se describen especificamente en el mismo.

Descripcion detallada de la invencion
De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-metoxi-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3-hidroxi-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-2-metil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-hidroximetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-isopropil -piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-5-hidroxi-2-metil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2,4-dimetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3,5-dimetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-etilpiridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-2-(2-hidroxi-etil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-etilpiridinio.

En particular, la presente invencion proporciona un compuesto seleccionado del grupo que consiste en los enumerados
en la tabla a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos:

Nombre del compuesto No. de E;j.

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 1
[1,2,4]triazolo[4,3a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-metoxi-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 2
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3-hidroxi-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 3
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-metil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 4
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-hidroximetil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 5
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil} -etil)-4-isopropil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 6
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil} -etil)-5-hidroxi-2-metil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 7
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2,4-dimetil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 8
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3,5-dimetil-piridinio
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Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 9
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-etil-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 10
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil} -etil)-2-(2-hidroxi-etil)-piridinio

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- 11
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-etil-piridinio

Los compuestos de la invencidon se pueden preparar en forma de sales, particularmente sales, N-6xidos, hidratos,
solvatos y polimorfos farmacéuticamente aceptables de los mismos. Cualquier referencia a un compuesto en este
documento, o referencia a "compuestos de la invencion", y similares incluye tales compuestos, ya sea o no en forma de
sal, N-6xido, hidrato, solvato o polimorfica.

Los compuestos de la invencién se pueden usar en el tratamiento o prevencion de enfermedades en las que HNE esta
implicada, por ejemplo, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD), bronquiectasia, bronquitis cronica, fibrosis
pulmonar, neumonia, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), enfisema pulmonar, enfisema inducido por
fumar y fibrosis quistica.

De este modo, otros aspectos de la invencién son (i) una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la
invencion y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) el uso de un compuesto de la invencion para la
fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién en la que HNE esta
implicada.

El término "sal" incluye sales de adiciéon de acidos y de adicion de bases.

El término "Sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a derivados de compuestos de la invenciéon en los que el
compuesto original se modifica adecuadamente convirtiendo cualquiera de los acidos libres o grupos basicos, si estan
presentes, en la sal de adicion correspondiente con cualquier base o acido convencionalmente pretende ser
farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la invencion que son acidos pueden formar sales, que incluyen sales farmacéuticamente
aceptables, con bases tales como hidroxidos de metales alcalinos, por ejemplo, hidroxidos de sodio y potasio;
hidroxidos de metales alcalinotérreos, por ejemplo, hidroxidos de calcio, bario y magnesio; con bases organicas, por
ejemplo, N-metil-D-glucamina, colina tris (hidroximetil) amino-metano, L-arginina, L-lisina, N-etil piperidina, dibencilamina
y similares. Aquellos compuestos que son basicos pueden formar sales, que incluyen sales farmacéuticamente
aceptables con acidos inorganicos, por ejemplo con acidos hidrogenados tales como acidos clorhidrico o bromhidrico,
acido sulfarico, acido nitrico o acido fosférico y similares, y con acidos organicos, por ejemplo con acidos acético,
tartarico, succinico, fumarico, maleico, malico, salicilico, citrico, metanosulfénico, p-toluensulfénico, benzoico,
bencenosulfénico, glutamico, lactico y mandélico y similares. Aquellos compuestos que tienen nitrégeno cuaternario
también pueden formar sales cuaternarias con un contraiéon farmacéuticamente aceptable tal como cloruro, bromuro,
acetato, formiato, p-toluenosulfonato, succinato, hemisuccinato, naftaleno-bis-sulfonato, metanosulfonato, xinafoato, y
similares.

Cuando los compuestos de la invencioén tienen al menos un centro estereogénico, pueden existir como enantiomeros.
Cuando los compuestos segun la invencidon poseen dos o mas centros estereogénicos, pueden existir adicionalmente
como diastereoisomeros. Se debe entender que todos los isdmeros y mezclas de los mismos en cualquier proporcion
estan abarcados dentro del alcance de la presente invencion.

Sera evidente que los compuestos de la invencion representados por la féormula general (l), al menos contienen un
centro estereogénico, a saber, representado por el atomo de carbono (1), y por lo tanto existen como estereoisémeros
Opticos
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(1)

En una realizacion, la presente invencion se refiere a compuestos de formula (1)', que son compuestos de férmula (1)
como se definié anteriormente donde la configuracién absoluta de carbono (1) es la que se muestra a continuacion.

CM

("

5 En otra realizacion, la presente invencion se refiere a compuestos de férmula (1)", que son compuestos de férmula (1)
como se definid anteriormente donde la configuracion absoluta de carbono (1) es la que se muestra a continuacion:
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(n

La configuracion absoluta para el carbono (1) se asigna sobre la base de la nomenclatura de Cahn-Ingold-Prelog en
funcion de las prioridades de los grupos.

Realizaciones de la invencion

Los compuestos de la invenciéon son compuestos de férmula (1) y mas especificamente, compuestos de férmula ()" o
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

]
HH "J\
-
{1l M

e

(I
en la que el grupo R se selecciona en el grupo que consiste en
- 2-(4-metoxi-piridinil)etilo;

- 2-(3-hidroxi-piridinil)etilo;

- 2-(2-metil-piridinil)etilo;

- 2-(4-hidroximetil-piridinil)etilo;

- 2-(4-isopropil-piridinil)etilo;

- 2-(5-hidroxi-2-metil-piridinil)etilo;
- 2-(2,4-dimetil-piridinil)etilo;

- 2-(3,5-dimetil-piridinil)etilo;

- 2-(2-etil-piridinil)etilo;
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- 2-(2-(2-hidroxi-etil)-piridinil)etilo; y
- 2-(4-etil-piridinil)etilo.
Utilidad

La utilidad terapéutica de los presentes compuestos es pertinente para cualquier enfermedad que se sabe que esta
mediada al menos parcialmente por la accion de la elastasa de neutréfilos humanos. Por ejemplo, los presentes
compuestos pueden ser beneficiosos en el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), fibrosis
quistica (CF), bronquiectasias, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), enfisema pulmonar, neumonia y
fibrosis pulmonar.

Los compuestos de la invencion son Utiles para el tratamiento de trastornos respiratorios inflamatorios, por ejemplo
asma (leve, moderada o grave), asma resistente a esteroides, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), fibrosis quistica (CF), edema pulmonar, embolia pulmonar, neumonia, sarcoidosis pulmonar, enfisema
pulmonar, silicosis, fibrosis pulmonar, hipertensiéon pulmonar, insuficiencia respiratoria, sindrome de dificultad
respiratoria aguda (ARDS), enfisema, bronquitis crénica, tuberculosis, aspergilosis y otras infecciones fungicas,
neumonitis por hipersensibilidad, trastornos vasculiticos y trombaticos de la vasculatura pulmonar, actividad antitusigena
que incluye el tratamiento de la tos cronica asociada con afecciones inflamatorias y secretoras de las vias respiratorias,
infecciodn por virus respiratorio sincitial, influenza, coronavirus (incluyendo sindrome respiratorio agudo severo, SARS) y
adenovirus, bronquiectasias y cancer de pulmén.

La presente invencion también se refiere a formulaciones farmacéuticas que comprenden, como ingrediente activo, un
compuesto de la invencién. Se pueden combinar otros compuestos con compuestos de esta invencién para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades inflamatorias del pulmon. De este modo, la presente invencion también se
refiere a composiciones farmacéuticas para prevenir y tratar enfermedades inflamatorias del pulmén que comprenden
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencidon y uno o mas agentes terapéuticos diferentes.

Combinaciones

Los agentes terapéuticos apropiados para una terapia de combinacion con compuestos de la invencion incluyen: (1) un
corticosteroide, por ejemplo, budesonida, beclometasona, beclometasona (por ejemplo, como el éster mono o
dipropionato), flunisolida, fluticasona (por ejemplo, como el éster de propionato o furoato), ciclesonida, mometasona (por
ejemplo, como el éster de furoato), desonida de mometasona, rofleponida, hidrocortisona, prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, naflocort, deflazacort, acetato de halopredona, aceténido de fluocinolona, fluocinonida, clocortolona,
tipredano, prednicarbato, dipropionato de alclometasona, halometasona, rimexolona, propionato de deprodona,
triamcinolona, betametasona, fludrocortisona, desoxicorticosterona, rofleponida, dicloacetato de etiprednol y similares.
Los farmacos esteroides pueden incluir esteroides en el desarrollo clinico o preclinico de enfermedades respiratorias
tales como GW-685698, GW-799943, GSK 870086, QAE397, NCX-1010, NCX-1020, NO-dexametasona, PL-2146, NS-
126 (anteriormente ST-126). Los farmacos esteroideos también pueden incluir moléculas de proxima generacion en
desarrollo con perfiles de efectos secundarios reducidos, tales como los agonistas selectivos del receptor de
glucocorticoides (SEGRA), que incluyen ZK-216348 y AZD5423; (2) un agonista de p2-adrenorreceptor, tal como
albuterol, bambuterol, terbutalina, fenoterol, formoterol, fumarato de formoterol, salmeterol, xinafoato de salmeterol,
arformoterol, tartrato de arfomoterol, indacaterol (QAB-149), carmoterol, Bl 1744 CL, GSK159797 (milveterol),
GSK59790, GSK159802, GSK642444 (vilanterol), GSK678007, GSK96108, clenbuterol, procaterol, bitolterol,
LAS100977 (abediterol), BI1744CL (olodaterol) y brodxaterol; (3) un modulador de leucotrieno, por ejemplo,
montelukast, zafirlukast o pranlukast; (4) agentes anticolinérgicos, por ejemplo antagonistas selectivos del receptor
muscarinico-3 (M3) tales como bromuro de ipratropio, tiotropio, bromuro de tiotropio (Spiriva®), bromuro de glicopirronio,
bromuro de aclidinio, LAS34273, GSK656398, GSK233705, GSK 573719 (umeclidinio), LAS35201, QAT370 y bromuro
de oxitropio; (5) inhibidores de fosfodiesterasa IV (PDE-IV), por ejemplo, roflumilast, cilomilast o teofilina; (6) un agente
antitusivo, tal como codeina o dextramorfano; y (7) un agente antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), por ejemplo
ibuprofeno o ketoprofeno; (8) un mucolitico, por ejemplo N acetil cisteina o fudosteina; (9) un modulador
expectorante/mucocinético, por ejemplo, ambroxol, soluciones hiperténicas (por ejemplo, solucién salina o manitol) o
surfactante; (10) un péptido mucolitico, por ejemplo, desoxirribonucleasa | humana recombinante (dornasa-alfa y
rhDNasa) o helicidina; (11) antibioticos, por ejemplo azitromicina, tobramicina y aztreonam; y (12) inhibidores de la
proteina quinasa activada por mitégeno p38 (MAP), tales como GSK 856553 y GSK 681323; (12) inhibidores de Janus
quinasas (JAK) tales como CP-690550 o GLPGO0634; (13) inhibidores de la tirosina quinasa del bazo (SYK) tales como
R406, R343 o PRT062607; (14) inhibidores de isoformas delta y/o gamma de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K); (15)
agentes antirretrovirales tales como ribavirina, zanamivir o laninamivir; (16) agonistas de y-PPAR-tales como
pioglitazona y rosiglitazona.

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de la administraciéon inhalada de compuestos de la invencién en
combinacioén con otros farmacos antiinflamatorios y combinaciones de farmacos broncodilatadores (esto es, producto de
combinacion ftriple), que incluyen, pero no se limitan a xinafoato de salmeterol/propionato de fluticasona
(Advair/Seretide®), furoato de Vvilanterol/fluticasona (BREO ELLIPTA™), fumarato de formoterol/budesonida
(Symbicort®), fumarato de formoterol/furoato de mometasona, fumarato de formoterol/dipropionato de beclometasona
(Foster®), fumarato de formoterol/propionato de fluticasona (FlutiForm®), furoato de indacaterol/mometasona,
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indacaterol/QAE-397, GSK159797/GSK 685698, GSK159802/GSK 685698, GSK642444/GSK 685698, fumarato de
formoterol/ciclesonida, tartrato de arformoterol/ciclesonida.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de la administracién inhalada de compuestos de la invenciéon en
combinacion con otras combinaciones de farmacos broncodilatadores, particularmente combinaciones de B2
agonista/antagonista de M3 (esto es, producto de combinacion triple), que incluyen pero no se limitan a xinafoato de
salmeterol/bromuro de tiotropio, fumarato de formoterol/bromuro de tiotropio, fumarato de formoterol/glicopirrolato
(PT003), Bl 1744 CL/bromuro de tiotropio, indacaterol/NVA237, indacterol/QAT-370, formoterol/LAS34273,
umeclidinio/vilanterol (Anoro™), GSK159797/GSK 573719, GSK159802/GSK 573719, GSK642444/GSK 573719,
GSK159797/GSK 233705, GSK159802/GSK 233705, GSK642444/GSK 233705.

La relacién en peso del primer y segundo ingredientes activos se puede variar y dependera de la dosis eficaz de cada
ingrediente. En general, se usara una dosis eficaz de cada uno.

La magnitud de la dosis profilactica o terapéutica de un compuesto de la invencién variara, por supuesto, con la
naturaleza de la gravedad de la afecciéon a tratar y con el compuesto particular y su via de administracion, y
generalmente se determinara por ensayo clinico como se requiere en la técnica farmacéutica. También variara segun la
edad, el peso y la respuesta del paciente individual. En general, el intervalo de dosis diaria estara dentro del intervalo
desde aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal de un mamifero,
preferiblemente desde 0.01 mg a aproximadamente 50 mg por kg, y preferiblemente de 0.1 a 10 mg por kg, en dosis
Unicas o divididas. Por otro lado, puede ser necesario usar dosis fuera de estos limites en algunos casos.

Composiciones

Otro aspecto de la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. El término "composicion”, como en la composiciéon farmacéutica,
pretende abarcar un producto que comprende el (los) ingrediente (s) activo (s), y elllos ingrediente (s) inerte (s)
(excipientes farmacéuticamente aceptables) que constituyen el portador, asi como cualquier producto que resulte,
directa o indirectamente, a partir de la combinacion, formador de complejos o agregacion de cualquiera de dos o mas de
los ingredientes, o de la disociacién de uno o mas de los ingredientes, o de otros tipos de reacciones o interacciones de
uno o mas de los ingredientes. De acuerdo con lo anterior, las composiciones farmacéuticas de la invencion abarcan
cualquier composicion preparada mezclando un compuesto de la invencion, ingrediente (s) activo (s) adicional (es) y
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden un compuesto de la invencion como un ingrediente activo
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y también pueden contener un portador farmacéuticamente
aceptable y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El término "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a
sales preparadas a partir de bases o acidos no toxicos farmacéuticamente aceptables que incluyen bases o acidos
inorganicos y bases o acidos organicos.

Se puede emplear cualquier ruta de administracién apropiada para proporcionar a un mamifero, especialmente un ser
humano, con una dosificacién eficaz de un compuesto de la presente invencién. En el uso terapéutico, el compuesto
activo se puede administrar mediante cualquier ruta conveniente, apropiada o eficaz. Se conocen vias de administracion
apropiadas, e incluyen oral, intravenosa, rectal, parenteral, topica, ocular, nasal, bucal y pulmonar (por inhalacion).

Se conocen composiciones apropiadas para administracion por inhalacién, y pueden incluir portadores y/o diluyentes
que se conocen para su uso en tales composiciones. La composicion puede contener 0.01-99% en peso del compuesto
activo. Preferiblemente, una dosis unitaria comprende el compuesto activo en una cantidad de 1 pg a 10 mg.

El nivel de dosificacion mas apropiado se puede determinar mediante cualquier método apropiado conocido. Se
entendera, sin embargo, que la cantidad especifica para cualquier paciente particular dependera de una variedad de
factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico que se usa, la edad, el peso corporal, la dieta, la salud
general y el sexo del paciente, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de excrecion, el uso de
cualquier otro farmaco y la gravedad de la enfermedad que se va a tratar.

Para la administracién por inhalacion, el compuesto activo esta preferiblemente en forma de microparticulas. Se pueden
preparar mediante una variedad de técnicas, que incluyen el secado por pulverizacion, la liofilizacion y la micronizacion.

A modo de ejemplo, una composicion de la invencion se puede preparar como una suspension para administracion
desde un nebulizador o como un aerosol en un propulsor liquido, por ejemplo, para uso en un inhalador presurizado de
dosis medida (PMDI). Los propelentes apropiados para uso en un PMDI son conocidos para el experto, e incluyen CFC-
12, HFA-134a, HFA-227, HCFC-22 (CCI2F2) y HFA-152 (CH4F2 e isobutano).

En una realizacion preferida de la invencién, una composiciéon de la invenciéon esta en forma de polvo seco, para
administracion usando un inhalador de polvo seco (DPI). Se conocen muchos tipos de DPI.

Las microparticulas para administrar por administracion se pueden formular con excipientes que ayudan a la
administracion y liberacion. Por ejemplo, en una formulacién de polvo seco, las microparticulas se pueden formular con
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particulas de portador grandes que ayudan al flujo desde el DPI al pulmén. Se conocen particulas portadoras
apropiadas, e incluyen particulas de lactosa; pueden tener un diametro aerodinamico mediano masico de mas de 90
pum.

En el caso de una formulacién a base de aerosol, una composicién preferida es:

Compuesto de la invencion 24 mg/lata
Lecitina, NF Lig. Conc. 1.2 mg/lata
Triclorofluorometano, NF 4.025 g/lata
Diclorodifluorometano, NF 12.15 g/lata.

Los compuestos de la invencibn se pueden usar en combinacién con otros farmacos que se usan en el
tratamiento/prevencién/supresion o mejora de las enfermedades o afecciones para las cuales son Utiles los presentes
compuestos. Dichos otros farmacos se pueden administrar, por una ruta y en una cantidad comunmente usada, por lo
tanto, al mismo tiempo o secuencialmente con un compuesto de la invencion. Cuando un compuesto de la invencion se
usa al mismo tiempo que uno o mas farmacos diferentes, se prefiere una composicion farmacéutica que contenga
dichos otros farmacos ademas del compuesto de la invencién. De acuerdo con lo anterior, las composiciones
farmacéuticas de la invencion incluyen aquellas que también contienen uno o mas de otros ingredientes activos,
ademas de un compuesto de la invencion.

Los agentes de la invencion se pueden administrar en forma inhalada. La generacion de aerosol se puede llevar a cabo
usando, por ejemplo, atomizadores de chorro impulsados por presion o atomizadores ultrasénicos, preferiblemente
usando aerosoles dosificados impulsados por propelente o administracién libre de propelente de compuestos activos
micronizados de, por ejemplo, capsulas de inhalacién u otros sistemas de suministro de "polvo seco".

Los compuestos activos se pueden dosificar como se describe dependiendo del sistema de inhalador usado. Ademas de
los compuestos activos, las formas de administraciéon pueden contener adicionalmente excipientes, tales como, por
ejemplo, propelentes (por ejemplo, Frigen en el caso de aerosoles dosificados), sustancias con actividad de superficie,
emulsionantes, estabilizantes, conservantes, aromatizantes, rellenos (por ejemplo, lactosa en el caso de los inhaladores
de polvo) o, en su caso, compuestos activos adicionales.

Para los fines de la inhalacion, esta disponible un gran nimero de sistemas con los cuales se pueden generar y
administrar aerosoles de tamafio de particula 6ptimo, usando una técnica de inhalacion que es apropiada para el
paciente. Ademas del uso de adaptadores (espaciadores, expansores) y recipientes con forma de pera (por ejemplo,
Nebulator®, Volumatic®), y dispositivos automaticos que emiten un aerégrafo (Autohaler®), para aerosoles dosificados,
en particular en el caso de inhaladores de polvo, hay disponibles varias soluciones técnicas (por ejemplo, Diskhaler®,
Rotadisk®, Turbohaler® o los inhaladores, por ejemplo, como se describe en el documento EP-A-0505321).

Métodos de Sintesis

En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para la preparacion de compuestos de formula (1), de
acuerdo con las rutas de sintesis generales informadas en el esquema A a continuacion.

Esguema A
X
N _ M M
Il EtQ” C | 1]
ar
R. R. A R
pw, 15070
Z g EtDJJ‘GJ"c:-Et # g IS o o
N o7 - T o T T HN)LN"I\D"
- o
N BN THE - _oN. AL N
MTTN h - M
H 5 H nBuOH, reflujo
L )
ZcF, Z > cF, CF,
(1) (TW) 1y

Los compuestos de formula (IV) se pueden preparar a partir de los compuestos de férmula (lll) por reaccién con
cloroformiato de etilo (o pirocarbonato de etilo) en presencia de una base tal como trietilamina en un solvente tal como
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THF a una temperatura desde 0 °C a reflujo. Los compuestos de formula (IV) se pueden transformar en compuestos de
férmula (l) calentando en un solvente apropiado. Las condiciones apropiadas incluyen el uso de un solvente tal como
IMS y calentamiento usando irradiacion de microondas a una temperatura de hasta 150 °C o calentamiento
convencional en un solvente tal como n-butanol a reflujo.

Los compuestos de formula (lll) se pueden preparar de acuerdo con el esquema B a continuacion:

Esguema B
M M
R
M= Y R R
NH; . 0 Urea de perdxido de hidrogeno ol
S NH = -
Q 0 Hi © MoH, HO HoM i ©
R 87 N s aﬁ N
CF,  poliiosfaio de TMS
THF, 75°C
CF, CF,
V) (V1ITH (111

Los compuestos de formula (V) se pueden hacer reaccionar con un benzaldehido tal como 3-bromo-4-formil-benzonitrilo
y un acetoacetato tal como acetoacetato de etilo en presencia de un acido tal como polifosfato de TMS en un solvente
tal como THF a una temperatura desde temperatura ambiente a reflujo para dar los compuestos de formula (VIII)). Los
compuestos de formula (Ill) se pueden preparar a partir de compuestos de formula (VIII) por reaccién con un agente
oxidante tal como urea peréxido de hidrogeno seguido de tratamiento in situ con hidrato de hidracina en IMS.

Ademas, los compuestos de formula (I)’, que son compuestos de formula (1) como se define anteriormente donde la
configuracion absoluta de carbono (1) es la que se muestra a continuacion, se pueden preparar de acuerdo con el
esquema C.
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Esguema C
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Los compuestos de férmula (Il) se pueden obtener a partir de compuestos de férmula (V) haciendo reaccionar con acido
3-bromo-4-formilbenzoico usando un método similar descrito para la transformacién de compuestos de férmula (V) en
compuestos de formula (V1) en el esquema B. Los compuestos de férmula (I1)”, que son compuestos de férmula (Il) en
la que la configuracién absoluta en el centro estereogénico (1) es como se informa en el esquema C, se pueden obtener
a partir de compuestos de férmula (ll) formando una sal diastereomérica quiral con una amina quiral apropiada tal como
(+)-Cinchonina en un solvente apropiado tal como dioxano, seguido del tratamiento de la sal con un acido tal como
acido clorhidrico para dar los compuestos enantioméricamente puros de formula (I)” . Los compuestos de féormula
(VIIN", que son compuestos de formula (VIII) en la que la configuracion absoluta en el centro estereogénico (1) es como
se informa en el esquema C, se pueden preparar a partir de compuestos de formula (II)" por reaccién con amoniaco
acuoso en la presencia de un agente de acoplamiento tal como carbonil diimidazol en un solvente tal como THF a una
temperatura desde 0°C a temperatura ambiente para dar la amida primaria intermedia. La conversién de la amida a
compuestos de formula (VIII)" se puede llevar a cabo usando un agente deshidratante. Las condiciones apropiadas
incluyen el uso de un solvente tal como DMF y un agente deshidratante tal como oxicloruro de fosforo a una
temperatura desde 0 °C a temperatura ambiente.

Los compuestos de formula (I)”, que son compuestos de formula (I) como se define anteriormente y en los que la
configuracion absoluta de carbono (1) es la mostrada en el esquema C (Método A), se pueden obtener a partir de
compuestos de formula (VIIl)” usando métodos similares descritos para la transformacion de los compuestos de férmula
(VIII) en compuestos de férmula (I) en el esquema A. Alternativamente, compuestos de férmula (I)", que son
compuestos de férmula () como definido anteriormente y en el que la configuracion absoluta de carbono (1) es la que se
muestra en el esquema C, también se puede obtener a partir de compuestos de formula (VII1)” usando el método B; en
el que los compuestos de formula (VIII)” se pueden hacer reaccionar con un compuesto que contiene/libera
clorocarbonilo tal como fosgeno o trifosgeno e hidracina anhidra en presencia de una base tal como 2,6-lutadina en un
solvente tal como diclorometano a una temperatura desde -5-5 °C para dar los compuestos de férmula (I)” en la que los
otros grupos son como se definen para los compuestos de férmula (1).
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El experto entendera que seleccionando la amina quiral apropiada y su configuracién absoluta, se pueden obtener las
derivadas de férmula (11)', (VIII)' y (Ia)' [que son compuestos de formula (l1), (V) y (1), respectivamente, en las que la
configuracion absoluta en el centro estereogénico (1) es opuesta a la informada en el esquema C].

El experto puede introducir, cuando sea apropiado, variaciones apropiadas a las condiciones especificamente descritas
en los experimentos para adaptar las rutas de sintesis a la provisién de compuestos adicionales de la invencion. Tales
variaciones pueden incluir, pero no estan limitadas, al uso de materiales de partida apropiados para generar diferentes
compuestos, cambios en el solvente y temperatura de reacciones, reemplazo de reactivos con funcién quimica analoga,
introduccion o eliminacion de etapas de proteccion/desproteccion de grupos funcionales sensibles a las condiciones de
reaccion y reactivos, asi como a la introducciéon o eliminacion de etapas de sintesis especificas orientadas a una
funcionalizacién adicional del andamio quimico.

Los procedimientos que se pueden usar y se describen e informan en los ejemplos no se deben considerar como
limitativos del alcance de los métodos de sintesis disponibles para la preparacion de los compuestos de la invencion.

Los compuestos usados como materiales de partida o compuestos intermedios pueden estar disponibles
comercialmente, su preparacion se puede describir especificamente en la bibliografia o se pueden preparar de acuerdo
con métodos disponibles en la bibliografia y bien conocidos para los expertos en el arte.

El procedimiento descrito es particularmente ventajoso ya que es susceptible de ser modulado adecuadamente, a través
de cualquier variante apropiada conocida para el experto, con el fin de obtener cualquiera de los compuestos deseados
de la invencién. Tales variantes estan comprendidas dentro del alcance de la presente invencion.

De todo lo anterior, debe quedar claro para la persona experta que cualquiera de los grupos descritos puede estar
presente como tal o en cualquier forma protegida adecuadamente. En particular, los grupos funcionales presentes en los
intermedios y en los ejemplos y que podrian generar reacciones secundarias y subproductos no deseados, deben
protegerse adecuadamente antes de que tenga lugar la alquilacion, la acilacién, el acoplamiento o la sulfonilacién. Del
mismo modo, la subsiguiente desproteccion de esos mismos grupos protegidos puede seguir una vez completadas
dichas reacciones.

En la presente invencion, a menos que se indique lo contrario, el término "grupo protector" designa un grupo protector
adaptado para preservar la funcion del grupo al que esta unido. Por lo general, los grupos protectores se usan para
conservar las funciones amino, hidroxilo o carboxilo. Los grupos protectores apropiados pueden incluir de este modo,
por ejemplo, bencilo, benciloxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, ésteres de alquilo o bencilo o similares, que son bien
conocidos para los expertos en el arte [véase, para referencia general, T.W. Green; Protective Groups in Organic
Synthesis (Wiley, N.Y. 1981)].

De forma similar, la proteccion selectiva y la desproteccion de cualquiera de dichos grupos, por ejemplo, que incluyen
grupos carbonilo, hidroxilo o amino, se pueden lograr de acuerdo con métodos muy bien conocidos empleados
comunmente en quimica sintética organica.

La formacion de sal opcional de los compuestos de formula (I) se puede llevar a cabo convirtiendo apropiadamente
cualquiera de los grupos acido o amino libres en las correspondientes sales farmacéuticamente aceptables. También en
este caso, las condiciones operativas que se emplean para la salificaciéon opcional de los compuestos de la invencion
estan dentro del conocimiento ordinario de la persona experta.

Los diastereoisémeros de los compuestos de formula (1), cuando estan disponibles, se pueden obtener segin métodos
bien conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante HPLC preparativa o mediante purificaciones
cromatograficas. Una mezcla racémica de compuestos de férmula (I) también se puede separar usando HPLC
preparativa y una columna con una fase estacionaria quiral, o se puede resolver para producir enantiomeros individuales
usando métodos bien conocidos en la técnica. Adicionalmente, los intermedios quirales se pueden resolver y usar para
preparar compuestos quirales de la invencion.

De todo lo anterior, deberia ser evidente para el experto en la materia que el procedimiento anterior, completo de
cualquier variante del mismo para la preparacion de compuestos apropiados de la invencién, se puede modificar
convenientemente con el fin de adaptar las condiciones de reaccidon a las necesidades especificas, por ejemplo,
eligiendo agentes de condensacion, solventes y grupos protectores apropiados, segun sea el caso.

Los compuestos de formula (la), esto es, compuestos de formula (I) en la que R es un grupo como se definié
anteriormente, se pueden preparar de acuerdo con el esquema D. Los compuestos de férmula (IX), que son
compuestos de formula (I) en la que R es bromo u otro grupo de activacion apropiado tomado del grupo, pero no
exclusivamente, ClI, I, OTf, se pueden preparar de acuerdo con los esquemas A y B. Se debe apreciar que los
compuestos quirales de la formula (1)” también se pueden preparar de manera similar segun el esquema C.

Se puede preparar un compuesto de formula (XI) a partir de un compuesto de formula (IX). Un compuesto de formula
(XI) se puede preparar usando la quimica de acoplamiento Heck por reaccion con un compuesto de vinilo
apropiadamente sustituido (X) en presencia de un sistema catalizador/ligando apropiado tal como catalizador de
Herrmann-Beller/tetrafluoroborato de tributilfosfina en un solvente tal como tetraetilenglicol o dimetoxietano en presencia
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de una base tal como pentametilpiperidina a una temperatura desde la temperatura ambiente a 160 °C. Un compuesto
de férmula (XIl) se puede preparar a partir de compuestos de formula (XI) siguiendo las etapas de hidrdlisis y reduccion
usando un acido tal como acido trifluoroacético en un solvente tal como DCM a -10°C para dar el aldehido intermedio, y
un agente reductor tal como borohidruro de sodio en un solvente tal como MeOH a una temperatura desde 0 °C a
temperatura ambiente para dar un compuesto de formula (XIl). Un compuesto de férmula (XIIl) se puede preparar a
partir de un compuesto de férmula (XIl) usando una mezcla de tetrabromuro de carbono/trifenilfosfina en un solvente tal
como DCM a una temperatura desde 0°C a 50°C. Por lo general, los compuestos de féormula (l) se pueden obtener a
partir de compuestos de formula (XIlIl) por reaccidon con una piridina sustituida, R1R2-Pyr (XIX) en un solvente tal como
acetonitrilo a una temperatura desde temperatura ambiente a 80 °C.

Esguema D
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Detalles experimentales generales

Las reacciones no se llevaron a cabo en una atmdsfera inerte a menos que se especificara y todos los solventes y los
reactivos comerciales se usaron tal como se recibieron.

La purificacion por cromatografia se refiere a la purificacion usando el sistema de purificacion CombiFlash® Companion
o el sistema de purificacion Biotage SP1. Cuando los productos se purificaron usando un cartucho Isolute® SPE Si Il, el
“cartucho Isolute SPE Si” se refiere a una columna de polipropileno preenvasada que contiene silice activada no unida
con particulas irregulares con un tamafio promedio de 50 um y una porosidad nominal de 60A. Las fracciones que
contenian el producto requerido (identificadas por analisis de TLC y/o LCMS) se combinaron, la fraccién organica se
eliminé por evaporacion, y la fraccién acuosa restante se liofilizd, para dar el producto final. Cuando se ha usado
cromatografia en capa fina (TLC), se refiere a TLC en gel de silice usando placas, por lo general 3 X 6 cm de gel de
silice en placas de lamina de aluminio con un indicador fluorescente (254 nm) (por ejemplo, Fluka 60778). Los
experimentos de microondas se llevaron a cabo usando un Biotage Initiator 60™ que usa un resonador monomodo y
ajuste de campo dinamico. Se puede alcanzar una temperatura de 40-250 °C y se pueden alcanzar presiones de hasta
30 bar.
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Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrometro Varian Unity Inova 400 con una sonda de resonancia triple de
deteccion inversa de 5 mm que funcionaba a 400 MHz o en un espectrémetro Bruker Avance DRX 400 con una sonda
de TXI de triple resonancia de deteccioén inversa de 5 mm que funcionaba a 400 MHz o en un espectrémetro Bruker
Avance DPX 300 con una sonda de frecuencia dual estandar de 5 mm que funciona a 300 MHz. Los turnos se dan en
ppm relativos a tetrametilsilano.

Los nombres de los compuestos se generaron usando la caracteristica Autonom 2000 en el software MDL ISIS™/Draw
2.5 SP2.

Condiciones analiticas LC-MS
Método 1 de LC-MS

El espectrometro de masas cuadrupolo Waters ZQ con una columna de fase reversa C18 (Phenomenex Luna 30 x 4. 6
mm tamafo de particula 3 pm), eluciéon con A: agua + acido formico al 0.1%; B: MeCN + &cido férmico al 0.1%.
Gradiente:

Tiempo de gradiente  Flujo (mL/min) % A %B

0.00 2.0 95 5
0.30 2.0 95 5
4.30 2.0 5 95
5.30 2.0 5 95
5.80 2.0 95 5
6.00 2.0 95 5

Deteccion - MS, ELS, UV (200 pl/min divididos en la fuente ESI con detector HP1100 PDA en linea)
Método de ionizacion MS - Electroaspersion (ion positivo y negativo)
Método 2 de LC-MS

El espectréometro de masas cuadrupolo Waters Micromass ZMD con una columna de fase reversa C18 (Phenomenex
Luna 30 x 4. 6 mm con un tamafio de particula 3 um), elucién con A: agua + acido férmico al 0.1%; B: MeCN + acido
férmico al 0.1%. Gradiente:

Tiempo de gradiente  Flujo (mL/min) % A %B

0.00 2.0 95 5
0.50 2.0 95 5
4.50 2.0 5 95
5.50 2.0 5 95
6.00 2.0 95 5

Deteccion - MS, ELS, UV (100 pl divididos en MS con detector UV en linea)
Método de ionizacion MS: Electroaspersion (ion positivo y negativo)
Método 3 de LC-MS

Espectrometro de masas Waters Micromass ZQ2000 con una columna de fase reversa C18 (Acquity BEH 100 X 2.1 mm
con un tamafio de particula de 1.7 um) se mantuvo a 40 °C, elucion con A: agua + acido férmico al 0.1%; B: MeCN +
acido formico al 0.1%. Alternativamente, cuando se especifica, se usé una columna de fase reversa C18 (Acquity UPLC
BEH Shield 100 X 2.1 mm con un tamaiio de particula de 1.7 um).

Gradiente:
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Tiempo de gradiente  Flujo (mL/min) % A %B

0.00 0.4 95 5
0.40 0.4 95 5
6.00 0.4 5 95
6.80 0.4 5 95
7.00 0.4 95 5
8.00 0.4 95 5

Detecciéon - MS, UV PDA
Método de ionizacion MS - Electroaspersion (ion positivo/negativo).
Método 4 de LC-MS

El espectrometro de masas cuadrupolo Waters Platform LC con una columna de fase reversa C18 (Phenomenex Luna
30 X 4.6 mm con tamafio de particula de 3 um), elucién con A: agua + acido férmico al 0.1%; B: MeCN + acido férmico
al 0.1%. Gradiente:

Tiempo de gradiente  Flujo (mL/min) % A %B

0.00 2.0 95 5
0.50 2.0 95 5
4.50 2.0 5 95
5.50 2.0 5 95
6.00 2.0 95 5

Deteccion - MS, ELS, UV (Division - 200 pl/min dividido en la fuente ESI con deteccion de DAD HP1100 en linea)
Método de ionizacion MS: Electroaspersion (ion positivo y negativo).
Método 5 de LC-MS

El espectrometro de cuadrupolo Waters VG Platform Il con una columna de fase reversa C18 (Luna 30 X 4.6 mm con
tamafo de particula de 3 um), elucién con A: agua + acido férmico al 0.1%; B: MeCN + acido férmico al 0.1%.

Gradiente:

Tiempo de gradiente Flujo %A % B

0.00 2.0 95 5
0.30 2.0 95 5
4.30 2.0 5 95
5.30 2.0 5 95
5.80 2.0 95 5
6.00 2.0 95 5

Deteccion - MS, ELS, UV (Division - 200 ul/min dividido en la fuente ESI con deteccion de DAD HP1050 en linea)
Método de ionizacion MS: Electroaspersion (ion positivo y negativo)
Sistema MDAP:

Instrumentacion: sistema de purificaciones Agilent 1260 infinity. LC/MS cuadrupolo simple Agilent serie 6100
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Columna: XSELECT CSH Prep C18 5 um OBD, 30X150 mm, RT
Fase movil A: acido férmico acuoso al 0.1%

Fase movil B: acido formico al 0.1% en acetonitrilo

Flujo: 60 ml/min

Programa de gradiente:  10%-95%, 22 min, centrado alrededor de un gradiente especifico enfocado

Inyeccion de muestra de una solucién de 20-60 mg/ml en DMSO (+ acido férmico opcional y agua)

Abreviaturas usadas en la seccién experimental:

DCM
DMF
DMSO
Et,O
EtOAc
HPLC
IMS
LC-MS
MeCN
MDAP
NBS
Rt

RT
THF

Diclorometano

N, N-dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Eter dietilico

Acetato de etilo

Cromatografia liquida de alta resolucion
Espiritus metilados industriales
Cromatografia liquida-espectrometria de masas
Acetonitrilo

Purificacion automatica dirigida por masa
N-Bromosuccinimida

Tiempo de retencién

Temperatura ambiente

Tetrahidrofurano

En los procedimientos que siguen, algunos de los materiales de partida se identifican a través de un nudmero
"intermedio” o "ejemplo". Esto se proporciona simplemente para ayudar al quimico experto. El material de partida puede
no haberse preparado necesariamente a partir del lote al que se hace referencia.

Cuando se hace referencia al uso de un procedimiento "similar" o "analogo", como apreciaran los expertos en el arte,
dicho procedimiento puede implicar variaciones menores, por ejemplo, temperatura de reaccion, cantidad de
reactivo/solvente, tiempo de reaccién, condiciones de elaboracion o condiciones de purificacion cromatografica.

Ejemplo 1
M
C -
M
Br o
HM N ©
L
_F
Fr
Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-( 3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro-

[1,2,4]triazolo[4,3a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-metoxi-piridinio
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Intermedio 1

Br Br

Acido 3-bromo-4-dibromometilbenzoico

El acido 3-bromo-4-metilbenzoico (910 g, 4.23 mol, 1.0 eq.) y NBS (2010 g, 11.29 mol, 2.67 eq.) se disolvieron en DCM
(8.5 L) en un matraz de brida de 20 L equipado con un agitador mecanico. Luego se afiadié una lechada de AIBN (50 g,
0.3 mol, 0.07 eq.) en DCM (1 L), y la mezcla se irradié bajo luz fuerte (500 W) en un condensador de reflujo bajo una
atmosfera de N,. La temperatura interna de la reaccion aumenté de 17 °C a 41 °C y la suspension de color blanco inicial
se convirtié en una suspension de color naranja palido cuando alcanzé un reflujo suave. Después de un total de 72 h., la
reaccion se completé y se anadié agua (5 L) a la solucion de color naranja turbia, que se agité a RT durante 1 h. La
mezcla bifasica de color naranja se dejé entonces reposar durante la noche y luego se concentré a vacio para dar un
destilado de color naranja y un solido suspendido de color marrén claro. El sélido se recogié después por filtracion, se
lavé con agua (2 L) y se secé por succion durante 2 h para dar el compuesto base en forma de un sdélido humedo de
color marrén claro (1860 g).

LCMS (Método 1): Rt = 3.39 min, m/z 369, 371, 373, 375 [M-H]
H RMN (300 MHz, DMSO): & 8.14-8.03 (3H, m), 7.36 (1H, s).

Intermedio 2

Br

Acido 3-bromo-4-formilbenzoico

El Intermedio 1 (1860 g, 4.23 moles, 1.0 eq.) se suspendio en agua (5 L) y la lechada se calent6 a una temperatura
interna de 40 °C. Luego se afiadidé Na;CO3 sdlido (1460 g, 13.77 mol, 3.25 eq) en pequefas porciones durante un
periodo de 20 minutos. La formacién de espuma dio como resultado la adicién inicial, por lo que se afiadié EtOAc (0.2 L)
para colapsar la espuma y suprimir cualquier formacién de espuma adicional. Una vez que se completo la adicion, la
suspension de color marrén se calenté a 90 °C, durante 40 min, luego se agité a 90 °C, durante 90 min, luego se enfrid
a 40 °C, durante 90 min. Se afadié6 EtOAc (1.5 L), seguido de la adicién de HCI concentrado acuoso mediante un
embudo de goteo (0.7 L), dando como resultado una evolucién vigorosa del gas de CO; y la evaporacion de la mayor
parte del EtOAc. Se afadié EtOAc adicional (1 L) para lavar el producto espumante del condensador y las paredes del
reactor, luego se afiadid EtOAc adicional (0.3 L) y la lechada espesa se agité a RT durante la noche. La lechada se
calentd entonces a 40 °C y se anadié HCI acuoso concentrado adicional mediante un embudo de goteo con agitacion
vigorosa durante 45 minutos, dando como resultado la evolucion del gas CO, la evaporacion de la mayor parte del
EtOAc y la formacion de un sélido. Se detuvo la agitacion y el sélido flotd hasta la parte superior de la mezcla acuosa
(pH 1). La mayor parte de la capa acuosa se separ6 (aproximadamente 5 L) y luego se anadié 2-MeTHF (5 L). La capa
acuosa transparente se eliminé luego, y la capa organica se diluy6é a 10 L con 2-MeTHF adicional, y se calenté a 50°C
para dar una solucién de color naranja oscuro. La capa organica se lavé a continuacién con HCI 1 M (0.5 L), se evaporo
y formé un azedtropo con tolueno para proporcionar el compuesto base en forma de un sélido de color marrén claro
(960.3 g).

LCMS (Método 4): Rt 2.73 min, m/z 227 [M("°Br)+H]*

'"H RMN (300 MHz, DMSO): § 10.26 (1H, d, J = 0.8 Hz), 8.20 (1H, d, J = 1.5 Hz), 8.08-8.04 (1H, m), 7.95 (1H, d, J = 8.0
Hz).

Intermedio 3
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Fr

Ester metilico del acido 4- (2-bromo-4-carboxifenil-6-metil-2-tioxo-1- (3-trifluorometilfenil) -1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-
carboxilico

Intermedio 2 (458 g, 2 mol, 1.0 eq.), acetoacetato de metilo (274.4 g, 255 mL, 2.36 mol, 1.18 eq.) y 3-trifluorometilfenil
tiourea (519 g, 2.36 mol, 1.18 eq.), se cargaron en un reactor encamisado de 10 L en una atmosfera de N, y se
suspendieron en THF (4.6 L) y mientras se agitaba, se enfriaron a -10 °C (temperatura interna -3 °C). El acido
polifosférico (1650 g, 3.6 wt eq.) se precalenté en un bafio de agua a 50 °C, luego se agrega en una porcion, dando
como resultado una exotermia inmediata, y la temperatura interna aumenta a 19 °C. La mezcla de color naranja
resultante se calentd después a 75 °C en incrementos de 10 °C hasta un reflujo suave, y la reaccion se agité a esta
temperatura durante 20 h. La reaccion se enfrié después a 20 °C y la mayor parte de THF se eliminé al vacio para dar
un aceite viscoso de color naranja oscuro, que luego se diluy6 con agua (5 L) y Et,O (5 L). La capa acuosa se separd y
se extrajo nuevamente con Et,O (2 x 2 L) y los extractos organicos combinados se lavaron posteriormente con agua (1
L) y salmuera (1 L) y se secaron (Na;SO,) y se filtraron a través de Celite para eliminar cualquier particula fina. La
solucion filtrada se concentré luego a vacio para dar una goma de color naranja viscosa que se resuspendio en Et;0O
(aproximadamente 1.5 L) y se dejé en reposo durante la noche. La suspension resultante se filtré y el solido recogido se
enjuago con Et;O (0.5 L) y se secod en un horno de vacio a 50 °C (8 mbar) durante 4 dias para proporcionar el
compuesto base (754 g).

LCMS (Método 1): Rt 3.52 min, m/z 529 [M("°Br)+H]*

H RMN (300 MHz, DMSO): § 10.15 (1H, d, J = 3.5 Hz), 8.11 (1H, d, J = 1.6 Hz), 8.05 (1H, dd, J = 8.1, 1.7 Hz), 7.92-7.64
(5H, m), 5.80 (1H, d, J = 2.9 Hz), 3.53 (3H, s), 2.07 (3H, s).

Intermedio 4

Ester metilico del &cido (S)-4-(2-bromo-4-carboxi-fenil)-6-metil-2-tioxo-1-(3-trifluorometilfenil)-1,2,3,4-tetrahidro-
pirimidina-5-carboxilico

El Intermedio 3 (151,7 g, 0.29 mol, 1.0 eq.) se disolvié en dioxano (2 L) y se calent6 a 80 °C. La suspension resultante
se filtré para eliminar cualquier residuo inorganico y la solucién transparente se calenté de nuevo a 80 °C y se afiadio
(+)-Cinchonina (88 g, 0.29 mol, 1.0 eq), dando como resultado una solucion transparente. La mezcla resultante se dejo
enfriar lentamente y se cristaliz6. Después de 3 h, el sdlido resultante se filtré y se lavé con dioxano frio. El sélido se
resuspendié en dioxano caliente (85 °C) y se dejo enfriar y cristalizar durante la noche. Los cristales resultantes se
separaron por filtracion, se lavaron con dioxano frio y el sélido se recristalizé de nuevo en dioxano caliente. Los soélidos
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de recristalizacion finales se separaron por filtracion y se secaron al aire para dar la sal de (+)-Cinchonina intermedia
como un sélido de color blanco 83.2 g (68%).

La pureza 6ptica de la sal de (+)-Cinchonina resuelta se determiné mediante la particion entre HCI 1 M y EtOAc; la capa
organica se separo, se concentro a vacio y luego se redisolvié en IPA al 20%/n-heptano con TFA al 0.1% y se someti6 a
HPLC analitica quiral (ChiralPak 1A, 5 uM 4.6 x 250 mm), eluyendo con IPA al 20%/n- heptano (+ TFA al 0.1%) a 1
mL/min y una longitud de onda de 254 nm. El producto racémico también se verific6 mediante HPLC quiral; se
observaron tiempos de retencion de 14.8 y 42.5 minutos para una muestra racémica y se eluyo el enantiomero deseado
a los 42.5 minutos y se encontrd que era superior al 99.5 %ee.

La sal de (+)-Cinchonina intermedia (83.2 g, 101.75 mmol) se liberé mediante la particién entre EtOAc (1 L) y HCI 1 M (1
L). La capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (2 x 0.5 L) y las capas organicas combinadas se lavaron con HCI 1
M (0.5 L), luego salmuera (0.25 L), se secaron (Na;SO.) y se concentraron al vacio para dar el compuesto base como
un sélido de color blanco (45.45 g).

Intermedio 5

Ester metilico del &cido (S)-4-(2-bromo-4-carbamoil-fenil)-6-metil-2-tioxo-1-(3-trifluorometilfenil)-1,2,3,4-tetrahidro-
pirimidina-5-carboxilico

El Intermedio 4 (93.8 g, 0.18 mol) se disolvio en THF (1 L) y se afiadié 1,1'-carbonildiimidazol (57.5 g, 0.35 mol, 2.0 eq.)
En porciones y se dejé agitar a temperatura ambiente hasta que la evolucion del gas habia cesado. Luego se afiadié
solucion acuosa de amoniaco (33%, 330 mL) gota a gota, asegurando que la temperatura interna no excediera los 10 °C
(exotermia observada en la adicién inicial). La reaccion se dejo en agitacion a RT durante 2 h, luego se afiadio salmuera
y las capas se separaron. La fase organica se lavé con HCI 1 M acuoso (2 x) y la capa acida se extrajo adicionalmente
con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (Na;SO,), se filtraron y se
concentraron a vacio para proporcionar el compuesto base como una espuma incolora (87.3 g).

LCMS (Método 2): Rt 3.44 min, m/z 528 [M("°Br)+H]*

H RMN (300 MHz, DMSO): § 10.12 (1H, d, J = 2.6 Hz), 8.12 (1H, s), 8.11 (1H, d, J = 1.7 Hz), 7.96 (1H, dd, J = 8.1, 1.7
Hz), 7.88-7.77 (2H, m), 7.75-7.63 (3H, m), 7.54 (1H, s), 5.78 (1H, s), 3.54 (3H, s), 2.07 (3H, s).

Intermedio 6
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Ester metilico del 4cido (S)-4-(2-bromo-4-cianofenil)-6-metil-2-tioxo-1-(3-trifluorometilfenil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-
carboxilico

Se disolvié el intermedio 5 (87.3 g, 0.165 mol) en DMF (400 mL) y se enfrié a 0-5 °C en un bafio de hielo. Luego se
afiadio oxicloruro de foésforo (62.0 g, 37.0 mL, 2.5 eq.) gota a gota, asegurando que la temperatura interna no excediera
los 10 °C. Una vez que se completd la adicion, la solucién de color amarillo se agité a 0-5 °C, durante 15 minutos, luego
se vertid en una mezcla de Na,CO3; 2 M sdlido y hielo. Se formé un precipitado de color amarillo y la suspension se
envejecio durante 1 h, luego se filtro el sélido, se lavé con agua y se seco en un horno de vacio sobre P>Os a 40-45 °C.
El analisis de RMN del producto resultante todavia mostré que quedaba material de partida, por lo que la reaccién se
repiti6 nuevamente usando 20 mL mas de oxicloruro de fésforo. La RMN del sdélido resultante mostré que el producto
era un aducto con POCIs. Por lo tanto, el sélido se disolvié en EtOH absoluto (1000 mL) y la suspensién se calento para
ayudar a la disolucion. Luego se afiadié una solucion acuosa saturada de NaHCOs3 (250 mL) y la mezcla se calenté a 40
°C y se agité durante 2 h. La mezcla resultante se vertié luego en agua (500 mL) y el sélido de color blanco resultante se
separo por filtracion, se lavé con agua y se sec6 al aire para proporcionar el compuesto base (77.5 g).

LCMS (Método 2): Rt 3.94 min, m/z 510 [M("°Br)+H]*

H RMN (300 MHz, DMSO): 5 10.18 (1H, d, J = 2.7 Hz), 8.24 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.96 (1H, dd, J = 8.0, 1.6 Hz), 7.89-7.76
(3H, m), 7.74-7.64 (2H, m), 5.8 (1H, s), 3.53 (3H, s), 2.06 (3H, s).

Intermedio 7

Ester metilico del 4&cido  (S)-5-(2-bromo-4-cianofenil)-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidina-6-carboxilico

Se disolvié el intermedio 6 (30.3 g, 59.4 mmol) en DCM (500 mL), se afiadié 2,6-lutidina (19.7 mL, 169 mmol) y la
solucion se enfrié a 2°C. Mientras se agitaba, se afiadio luego trifosgeno (5.58 g, 18.8 mmol) durante un periodo de 3
minutos. Después de 5 minutos, la reaccion se calentd a RT y se agitdé durante 25 minutos. La reaccion se enfrié a 2-
3°C y la solucién se transfirié luego mediante una canula a una mezcla enfriada (7 °C) de solucion de hidracina (1 M en
THF, 170 mL) en MeCN (150 mL). La mezcla se agit6é a 7 °C, durante 5 minutos mas. Después de 2.25 h, la mezcla de
reaccion se lavo con agua, solucion de acido citrico al 10% (para eliminar la lutidina residual), agua y salmuera saturada
al 50% vy la fase organica se seco (NaxSOs), se filtrd y se concentr6 a vacio. Se llevé a cabo una purificacion adicional
mediante cromatografia usando gel de silice, y eluyendo con EtOAc al 40% a 100% en ciclohexano para proporcionar
Int 7 como un solido de color crema (17.8 g)

LCMS (Método 3): Rt 3.61 min, m/z 534 [M("°Br)+H]*

H RMN (300 MHz, CDCls):  8.36 (1H, s), 7.88 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.83-7.79 (1H, m), 7.73 (1H, t, J = 8.0 Hz), 7.65-7.60
(2H, m), 7.59-7.50 (2H, m), 6.39 (1H, d, J = 1.0 Hz), 3.62 (3H, s), 2.25 (3H, d, J = 1.0 Hz).

La pureza quiral se analizé mediante una columna de HPLC quiral Chiralpak IC (tamafio de particula de 5 um, MeOH al
5%/DCM, velocidad de flujo 5 mL/min) y dio Rt = 5.83 min. (100% ee). Una muestra racémica (Intermedio 4) dio Rt para
enantiomeros de elucion primero y segundo de 3.58 y 5.85 minutos, respectivamente.

Intermedio 8
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Ester metilico del acido (R)-5-[2-(2-tert-butoxi-vinil)-4-ciano-fenil]-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidina-6-carboxilico

Se cargd un autoclave con una mezcla del intermedio 7 (10 g, 18.72 mmol), 2-metil-2-viniloxi-propano (6.55 g, 65.50
mmol), tetrafluoroborato de tri-tert-butilfosfonio (540 mg, 1.86 mmol), catalizador de Herrmann-Beller (trans-di (p-
acetato) bis (0-di-o-tolil-fosfino) bencil) dipaladio (Il)) (880 mg, 0.94 mmol), 1,2,2,6, 6-pentametilpiperidina (11.5 g, 74.20
mmol). Se afiadio tetraetilenglicol (140 mL) y la solucion resultante se desgasificd bajo argdon. La mezcla se calento
después a 150 °C, durante 1 h. La mezcla se enfrio, se diluydé con EtOAc y acido citrico acuoso al 10% y el extracto
organico se lavo con agua y salmuera, luego se secd (Na>SO4) y se concentro al vacio. El residuo resultante se purificd
por cromatografia, eluyendo con EtOAc al 25-75% en ciclohexano para dar el compuesto base como una mezcla [3: 1]
de isdmeros E/Z y como una espuma de color amarillo (7.95 g).

LC-MS (Método 5): Rt = 3.87 min, m/z = 554.2 [M+H]*

Intermedio 9

HO

Ester metilico del acido (R)-5-[4-ciano-2-(2-hidroxi-etil)-fenil]-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidina-6-carboxilico

Una solucién del intermedio 8 (7.87 g, 14.20 mmol) en DCM (130 mL) se enfrid a -10°C usando un bafio de sal/hielo y
se tratd gota a gota con TFA (6.35 mL, 85.47 mmol). Después de agitar la solucién a -10 °C, durante 2 h, la solucién
resultante se vertid en una solucion acuosa de Na;COs3 enfriada con hielo. La fase organica se separo y la fase acuosa
se extrajo adicionalmente con DCM (70 mL) y el extracto combinado de DCM se devolvié al bafio de sal/hielo a -5°C. Se
afadié borohidruro de sodio (1.57 g, 41.42 mmol) en porciones y, después de agitar durante 15 minutos, se afadioé
MeOH (32 mL) a la mezcla resultante. La reaccion se agit6 a -5°C, durante 1.5 h, se afiadi6é agua y la mezcla resultante
se dejo agitar vigorosamente durante 15 minutos antes de la separacion de la fase organica. La fase acuosa se extrajo
adicionalmente con DCM y el extracto organico combinado se lavé con salmuera, se secd (Na>SO4) y se concentro al
vacio. El residuo resultante se purifico por cromatografia, eluyendo con EtOAc y dio el compuesto base en forma de un
solido de color crema (3.7 g).

LC-MS (Método 5): Rt = 3.17 min, m/z = 500.1 [M+H]*

Intermedio 10
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Bir

Ester metilico del acido (R)-5-[2-(2-bromo-etil)-4-ciano-fenil]-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidina-6-carboxilico

El intermedio 9 (23 g, 46.1 mmol) se agitd6 en DCM (400 mL) a RT cuando se afiadi6 tetrabromometano (22.95 g, 69.1
mmol). Luego se afiadié trifenilfosfina (18.11 g, 69.1 mmol) en porciones durante 10 min. La mezcla de reaccion se
enfrié brevemente en hielo para mantener la RT (se produce una pequefa exotermia inicial). La agitacion se continué a
RT durante 3 h. La mezcla se lavd con agua, la fase organica se seco (NazSOs), se filtré y se evaporo y el residuo se
someti6 a cromatografia, eluyendo con un gradiente de 40% a 75% de EtOAc en ciclohexano, produciendo el
compuesto base como un sélido de color blanco (23.6 g).

LC-MS (Método 5): Rt = 3.83 min, m/z = 562.1 [M("°Br)+H]*

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-metoxi-piridinio (Ejemplo 1)

Una mezcla del intermedio 10 (30 mg, 53 pmmol) y 4-metoxipiridina (17.5 mg, 160 pmol) en MeCN (1 mL) se calent6 a
50 °C en un tubo sellado durante 18 h y luego se concentré al vacio. El producto en bruto se repartié entre agua y
EtOAc y la capa acuosa se separ6 y se liofilizd para dar el compuesto base como un sélido electrostatico de color
blanco (15 mg).

LC-MS (Método 3): Rt = 3.78 min, m/z = 591.1 [M]*

Los siguientes ejemplos se prepararon a partir del intermedio 10 y los compuestos de piridina apropiadamente
sustituidos usando un método analogo al usado para el ejemplo 134:

Ej. | Estructura Nombre LC-MS
(Método 3)
HO B N
"
o “ Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- | Rt = 3.60 min,

2 M e ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8- tetrahidro- m/z =577 .1

HN NN [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3-hidroxi-piridinio [M]*

) I
Fr
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Br M
h '
Q @ Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- | Rt = 3.65 min,
Iy a ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8- tetrahidro- m/z =575.1
HM N [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-metil-piridinio [M]*
i
_F
Fr
Br M
HD
o
o o Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2'-[(R)-.6-metoxicarbon?l-?-metiI-S- Rt = 3.51 min
- ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- m/z _ 591 1 ’
HIN M [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-4-hidroximetil- M]* )
¥ Y piridinio
Fr
Br M
it
a o] Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- Rt = 3.82 min
ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8- tetrahidro- m/z _ 603.2 ’
HIM N [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-isopropil - M]* )
My piridinio
!
HO Br /lNL
o
':"f N_". | i
L
<‘ a W o Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- Rt = 3.64 min
}L ,n,v,,J\ ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8- tetrahidro- m/z _ 591 1 ’
Hih i o [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-5-hidroxi-2-metil- M]* )
M=y piridinio
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B Il
S
"l, ]
—{_\ M = =
_Q | P
[n] G Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- _ .
7 .A.\)J\ ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)- 2,3,5,8-tetrahidro- thn /23;65983“,'”’
HN M | [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2,4-dimetil - M]* )
'Nﬁmwm piridinio
T’J*
W
FF
Br M
.
la] Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- _ .
8 5 ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)- 2,3,5,8-tetrahidro- thn/_23=.7518£)ng1 ’
HR N = [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3,5-dimetil - M]* )
My piridinio
F
Fe
B M
Tl
o
N @
2 : 2 Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- | Rt = 3.74 min,
9 }“NMQ" 0x0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- m/z = 589.1
H "kNd:;,lM " ’LM [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-etilpiridinio [M]*
-
FF
OH
E M
é T
¢ NL‘L\ =
| e Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- Rt = 3.55 min
10 0 - o ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- m/z _ 605.1 ’
?lLN 0 [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-2-(2-hidroxietil)- A
HM I piridinio M]
Ny
Q-
FF
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Br
|

M
\Q,;\%
/U

o]
11 jLN

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3- | Rt = 3.72 min,

0 ox0-8-(3-trifluorometil-fenil)-2,3,5,8-tetrahidro- m/z = 589.1
H N'r\"::““ | [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-etilpiridinio [M]+
M
| i
= F
F e

Ensayo bioldgico

Los compuestos de esta invencidon se ensayaron en cuanto a la potencia en un ensayo de actividad enzimatica de la
neutréfila humana (HNE).

Ensayo enzimatico de HNE

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos en un volumen de ensayo total de 100 uL. La concentracion final de
enzima elastasa (elastasa de leucocitos humanos, Sigma E8140) fue de 0.00072 U/mL. El sustrato peptidico (MeOSuc-
Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Calbiochem # 324740) se us6 a una concentracion final de 100 uM. La concentracion final de
DMSO fue del 1% en la solucién reguladora de ensayo (Tris.HCI 0.05 M, NaCl 0.1 M, CaCl, 0.1 M, brij-35 al 0.0005%,
pH 7.5). La reacciéon enzimatica se inici6 mediante la adicion de la enzima y se incub6 a 25 °C, durante 30 minutos.
Después de la incubacion, la reaccion se detuvo mediante la adicion de inhibidor de tripsina de soja (Sigma T9003) a
una concentracion final de 50 pg/pocillo. La fluorescencia se midié usando un lector de placas de fluorescencia de
Molecular Devices usando una excitacion de 380 nm y longitudes de onda de emisién de 460 nm.

Se realizd una respuesta a la dosis para cada compuesto y el efecto del compuesto en cada experimento se expreso
como un porcentaje de inhibicién de la fluorescencia de la enzima de control. Se trazaron las curvas de respuesta a la
dosis y se determiné la potencia del compuesto (ICsp). Los compuestos se probaron en al menos dos experimentos
separados. Las ICsq para los ejemplos probados, representativos de la invencion, se muestran en la siguiente tabla:

Ejemplo | Inhibicion de HNE

1-11 ++++

En la tabla anterior, la inhibicién de la enzima HNE (valores 1Csp) se indica de la siguiente manera: > 500 nM “+”; 100-
500 nM “++”; 20-100 nM “+++”; <20 nM “++++".
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-metoxi-piridinio;

5 Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3-hidroxi-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-metilpiridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
10 [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-hidroximetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-4-isopropil -piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-5-hidroxi-2-metil-piridinio;

15 Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2,4-dimetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-3,5-dimetil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
20 [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-2-etilpiridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)}-2-(2-hidroxi-etil-piridinio;

Bromuro de 1-(2-{5-ciano-2-[(R)-6-metoxicarbonil-7-metil-3-oxo-8-(3-trifluorometilfenil)-2,3,5,8-tetrahidro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5-il]-fenil}-etil)-4-etilpiridinio;

25 y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Un compuesto de férmula (1)’ o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

ay”

en la que el grupo R se selecciona en el grupo que consiste en
- 2-(4-metoxi-piridinil)etilo;
30 - 2-(3-hidroxi-piridinil)etilo;
- 2-(2-metil-piridinil)etilo;
- 2-(4-hidroximetil-piridinil)etilo;
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- 2-(4-isopropil-piridinil)etilo;
- 2-(5-hidroxi-2-metil-piridinil)etilo;
- 2-(2,4-dimetil-piridinil)etilo;
- 2-(3,5-dimetil-piridinil)etilo;
5 - 2-(2-etil-piridinil)etilo;
- 2-(2-(2-hidroxi-etil)-piridinil)etilo; y
- 2-(4-etil-piridinil)etilo.

3. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun las reivindicaciones 1 o 2 y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

10 4. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 3, que esta adaptada para administracion oral o administracion
por la via pulmonar.

5. Un compuesto segun las reivindicaciones 1 o 2 para uso como medicamento.

6. Un compuesto segun la reivindicacion 5 para uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccion en la que esta
implicada la HNE, en el que la enfermedad o afeccion es enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD),

15 bronquiectasia, bronquitis crénica, fibrosis pulmonar, neumonia, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS),
enfisema pulmonar, enfisema inducido por fumar, fibrosis quistica, asma, rinitis, psoriasis, dermatitis atépica, dermatitis
no atépica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa o enfermedad del intestino irritable.
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