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DESCRIPCION

Compuestos y composiciones como inhibidores de proteasas activadoras de canales

Campo técnico

[0001] En general, la invencion se refiere a inhibidores de proteasas activadoras de canales (PAC).
Antecedentes de la técnica

[0002] La prostasina es una serina proteasa similar a la tripsina que esta presente en diversos tejidos de
mamiferos. Es una proteasa anclada a la membrana que se expresa en la membrana extracelular de las células
pero que también puede ser secretada en los fluidos corporales, como el semen, la orina y el liquido de la superficie
de las vias respiratorias. La prostasina (PRSS8), junto con proteasas como matriptasa, CAP2, CAP3, tripsina,
PRSS22, TMPRSS11, catepsina A y elastasa de neutrdfilos, puede estimular la actividad del canal epitelial de sodio
sensible a la amilorida (ENaC). Inhibiendo estas enzimas pueden inducirse cambios en el transporte epitelial de
iones y, por tanto, en la homeostasis del liquido que atraviesa las membranas epiteliales. Por ejemplo, se piensa que
la inhibicién de las PAC en el rifidn promueve la diuresis, mientras que la inhibicion de las PAC en las vias
respiratorias promueve el aclaramiento del moco y del esputo en el pulmén. Por tanto, la inhibicién de las PAC en el
rindn puede usarse terapéuticamente para tratar la hipertension. La inhibicién de las PAC en las vias respiratorias
previene el estancamiento de las secreciones respiratorias que, de lo contrario, tiende a hacer a las personas que lo
sufren vulnerables a infecciones bacterianas secundarias. En los documentos W02006/108643 y US2004/0186060
se describen ejemplos de inhibidores de PAC.

Descripcion de la invencién
[0003] La invencién proporciona compuestos, composiciones farmacéuticas y compuestos para la

modulacion de las proteasas activadoras de canales (PAC). Por ejemplo, los compuestos y composiciones de la
invencion pueden usarse para modular la prostasina, PRSS22, TMPRSS11 (p. €j., TMPRSS11B y TMPRSS11E),

TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP-1), CAP2, CAP3, tripsina, catepsina A y elastasa de
neutrdfilos.
[0004] En un aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto de Férmula (1):

T

(?Hz)p

Q
L H
G\
N (CR2)y——J—(R")
B o
(@)

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en donde

O-(CRg)p—R2 es un sustituyente en cualquier posicion del anillo A;

J es un anillo monociclico o carbociclico fusionado de 5-13 atomos, anillo heterociclico compuesto por N, O y/o S;
anillo arilo o heteroarilo, siempre que J no sea triazolilo;

B es

(L
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0 (CR2)k-R%;

Y es un enlace, -SO,-, NHCO- 0 -O-(CO)-;

R' es halo, -(CR2)-NR°R’, -(CR2):-NRC(=NR)-NR°R’, -(CR2):-C(=NR)-NR°R’, -C(O)-(CR2)1-NR°R’, -(CR2)1-NR
SO3R®, -(CR32)1-NR-C(0)-R®, -(CR2)1-SO2NR°R’ 0 -(CR2)1-OR® 0 un alcoxi C1., alquilo C1., alquenilo Cz.¢ 0 alquinilo
Ca6 opcionalmente sustituido; o un anillo carbociclico opcionalmente sustituido, anillo heterociclico, arilo o
heteroarilo;

R%es alquilo C+., alquenilo Cy.6, alquinilo Cz60 —(CR2)1-R5;

alternativamente, NH-Y-R® juntos forman NHy;

R2, R* y R% son independientemente un anillo carbociclico, anillo heterociclico, arilo o heteroarilo de 5-12 atomos
opcionalmente sustituidos; o R* es H, alquilo C4, alquenilo Cy, alquinilo Co60

—=CR=P E )

donde P es C o N y el anillo E junto con P forman un anillo monociclico o fusionado de 5-12 atomos opcionalmente
sustituido; R® y R” son independientemente H, alquilo C1., alquenilo Cz., alquinilo Co.6 0 —(CR2)1-R% cada R es H, o
alquilo C+., alquenilo Cy.6 0 alquinilo Cys;

1 es 0-6;

k, m, ny p son independientemente 1-6;

x es 0-4;

siempre que R4 sea t!)iperidinilo cuando NH-Y-R® juntos forman NHy; y ademas siempre que R® sea piperidinilo
cuando B es (CRz)«-R".

[0005] En la Férmula (1) anterior, J puede ser tiofenilo, tiazolilo, fenilo, piridilo, indazolilo, piperinilo o
pirrolidinilo. En otros ejemplos, R? puede ser fenilo y ciclohexilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido con halo, SO»(alquilo C1.6) 0 un alquilo C4 0 alcoxi C4.¢ opcionalmente sustituido, como un alquilo C1.6 0
alcoxi C1.6 opcionalmente halogenado.

[0006] En una realizacion, la invencién proporciona compuestos de Formula (2):
R?
|
(?Rz)p
R* H

[ &1
(CRAm NN NSera),— Y,
O
FP-Y—T (0

=] ()

donde R? y J son independientemente un arilo de 6 atomos opcionalmente sustituido;
R%es alquilo C+., alquenilo Cy.6, alquinilo Co60 -(CR2)1—R5; o NH-Y-R® juntos forman NHy;
cada R en (CRy) es H o alquilo C16; y

m, n y p son independientemente 1-2.
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[0007] En las Férmulas (1) y (2) anterlores Y puede ser un enlace, SO, u -O-(CO)-. En otro ejemplo, R' es
halo, alquilo C1.s, CF3, OCFs3, fenilo, (CRg) -NR°R’, (CR2)1 C(=NR)-NR°R’, -C(O)- (CRg) NR6 -(CR2)1-NR- SOZR6
-(CR2)1-NR-C(0)-R”, -(CR2)1 -SO,NR°R” 0 —(CR2)1 OR donde cada 1 es 0 1; ¥y R, R® y R’ son mdependlentemente
H o alquilo C1s.

[0008] En las Férmulas (1) y (2) anteriores, R* puede ser un anillo carbociclico, anillo heterociclico, arilo,
heteroarilo de 5-6 atomos o
—CR=P E '
L]
opcionalmente sustituido
donde P es C o Ny el anillo E junto con P forman un anillo monociclico de 5-6 atomos opcionalmente sustituido. Por
ejemplo, R* puede ser piperidinilo, ciclohexilo, fenilo

-§-CH=<:> o “B'CH{>\|H.

[0009] En un ejemplo en particular, R® en la Formula (2) es alquilo C1.6 0 un bencilo opcionalmente sustituido.
En algunos ejemplos Y es SO,. En otros ejemplos, R* es un piperidinilo opcionalmente sustituido. Aun en otros
ejemplos, J y R? son independientemente fenllos opcionalmente sustituidos. Por ejemplo, J puede estar sustituido
con 1-3 R’ (es decir, en el que x es 1-3) y R? puede estar opcionalmente sustituido con halo.

opcionalmente sustituido.

[0010] En otro aspecto, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de Formula (1) 6 (2), y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0011] La invencion también proporciona compuestos para modular una proteasa activadora de canales, de
los cuales puede administrarse a un sistema, o a un mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de Formula (1) o (2), o sales farmacéuticamente aceptables o composiciones farmacéuticas del mismo,
modulando de este modo dicha proteasa activadora de canales.

[0012] En una realizacion, la invencion proporciona compuestos para inhibir una proteasa activadora de
canales, de los cuales puede administrarse a una célula, sistema tisular o a un mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de Foérmula (1) o (2) o sales farmacéuticamente aceptables o
composiciones farmacéuticas del mismo; donde dicha proteasa activadora de canales es prostasina, PRSS22,
TMPRSS11 (p. €j., TMPRSS11B y TMPRSS11E), TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP[
1), CAP2, CAP3, tripsina, catepsina A o elastasa de neutrofilos, inhibiendo de este modo dicha proteasa activadora
de canales. En ejemplos particulares, la invencién proporciona un procedimiento para la inhibicién de prostasina.

[0013] En otro aspecto, la invencion proporciona compuestos para mejorar o tratar una afeccion mediada por
una proteasa activadora de canales, de los cuales puede administrarse a una célula, sistema tisular o a un mamifero
una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula (1) o (2), o sales farmacéuticamente aceptables o composiciones
farmacéuticas del mismo y, opcionalmente en combinacién con un segundo agente terapéutico; donde dicha
proteasa activadora de canales es prostasina, PRSS22, TMPRSS11 (p. ej., TMPRSS11B y TMPRSS11E),
TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP-1), CAP2, CAP3, tripsina, catepsina A o elastasa de
neutrofilos, tratando de este modo dicha afeccion.

[0014] Adicionalmente, la presente invencion proporciona compuestos de Férmula (1) o (2), para su uso en
un procedimiento para tratar una afeccion mediada por una proteasa activadora de canales. La presente invencion
también proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1) o (2), y opcionalmente en combinacién con un segundo
agente terapéutico, en la fabricacién de un medicamento para tratar una afeccion mediada por una proteasa
activadora de canales.

[0015] En ejemplos particulares, los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar una afeccion

mediada por prostasina. En una realizacion, el segundo agente terapéutico puede ser un antiinflamatorio,
broncodilatador, antihistaminico, antitusivo, antibiotico o ADNasa, y se administra previamente, de forma simultdnea
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o tras el compuesto de Férmula (1) o (2). En algunos ejemplos, los compuestos de la invencidon se administran a
células del epitelio bronquial, especialmente células del epitelio bronquial humano.

[0016] Ejemplos de afecciones que pueden mejorarse o tratarse usando los compuestos de la invencion son,
pero sin limitaciones, afecciones asociadas con el movimiento de liquidos a través de los epitelios transportadores
de iones o la acumulacion de moco y esputo en tejidos respiratorios, 0 una combinacién de ambos. En algunos
ejemplos, las afecciones en las que puede mediarse usando los compuestos de la invencién son fibrosis quisticas,
discinesia ciliar primaria, carcinoma pulmonar, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma o
una infeccion de las vias respiratorias.

Definiciones

[0017] “Alquilo” se refiere a un resto asi como a un elemento estructural de otros grupos, por ejemplo alquilo
y alcoxi halosustituidos, y puede ser de cadena lineal o ramificada. Un alquilo, alquenilo o alquinilo opcionalmente
sustituido segun se usa en este documento, puede estar opcionalmente halogenado (p. ej., CF3) o puede tener uno o
mas carbonos que esta sustituido o reemplazado por un heteroatomo, como NR, O o S (p. €j., -OCH>CH,0-,
alquiltioles, tioalcoxi, alquilaminas, etc.).

[0018] “Arilo” se refiere a un anillo monociclico o biciclico fusionado aromatico que contiene atomos de
carbono. Por ejemplo, el arilo puede ser fenilo o naftilo. “Arileno” significa un radical divalente derivado de un grupo
arilo.

[0019] “Heteroarilo” segun se usa en este documento es como se ha definido anteriormente para el grupo
arilo, en el que uno o mas de los atomos del anillo son heteroatomos. Entre los ejemplos de heteroarilos se incluyen,
pero sin limitaciones, piridilo, indolilo, indazolilo, quinoxalinilo, quinolinilo, benzofuranilo, benzopiranilo,
benzotiopiranilo, benzo[1,3]dioxol, imidazolilo, benzoimidazolilo, pirimidinilo, furanilo, oxazolilo, isoxazolilo, triazolilo,
tetrazolilo, pirazolilo, tienilo, etc.

[0020] Un “anillo carbociclico" segun se usa en este documento se refiere a un anillo monociclico, biciclico
fusionado o policiclico enlazado saturado o parcialmente insaturado que contiene atomos de carbono, el cual puede
estar opcionalmente sustituido, por ejemplo, con =O. Entre los ejemplos de anillos carboxiciclicos se incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclopropileno, ciclohexanona, etc.

[0021] Un “anillo heterociclico” segun se usa en este documento es como se ha definido anteriormente para
el anillo carbociclico, en el que uno o mas carbonos del anillos son heteroatomos. Por ejemplo, un anillo
heterociclico puede contener N, O, S, -N=, -S-, -S(0), -S(O) 2- 0 -NR- donde R puede ser hidrégeno, alquilo C1.40 un
grupo protector. Entre los ejemplos de anillos heterociclicos se incluyen morfolino, pirrolidinilo, pirrolidinil-2-ona,
piperacinilo, piperidinilo, piperidinilona, 1,4-dioxa-8-aza-espiro[4,5]dec-8-ilo, etc.

[0022] Siempre que no se indique otra cosa, cuando se considera que un sustituyente esta “opcionalmente
sustituido" significa que el sustituyente es un grupo que puede estar sustituido con uno o mas grupos individual e
independientemente seleccionados entre, por ejemplo, un alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, alquilamina, alquiltio,
alquinilo, amida, amino opcionalmente halogenados incluyendo grupos amino mono y disustituidos, arilo, ariloxi,
ariltio, carbonilo, carbociclico, ciano, cicloalquilo, halégeno, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo,
heteroarilo, heterociclico, hidroxi, isocianato, isotiocianato, mercapto, nitro, O-carbamilo, N- carbamilo, Ol
tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-sulfonamido, N-sulfonamido, C-carboxi, O-carboxi, perhaloalquilo,
perfluoroalquilo, sililo, sulfonilo, tiocarbonilo, tiocianato, trihalometanosulfonilo y los compuestos protegidos de los
mismos. Los grupos protectores que pueden forman los compuestos protegidos de los sustituyentes anteriores son
conocidos por los expertos en la materia y pueden encontrarse en referencias como Greene y Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 32 Ed., John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., 1999, y Kocienski, Protective Groups,
Thieme Verlag, Nueva York, N.Y., 1994.

[0023] Las expresiones "administracién conjunta” o "administracion combinada" segun se usan en este
documento pretenden abarcar la administracion de los agentes terapéuticos seleccionados a un unico paciente y
pretenden incluir pautas terapéuticas en las que los agentes no se administran necesariamente por la misma via de
administracién o al mismo tiempo.

[0024] La expresiéon “combinacion farmacéutica” segun se usa en este documento se refiere a un producto
obtenido a partir de la mezcla o combinacion de principios activos, e incluye tanto combinaciones fijas como no fijas
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de los principios activos. La expresion “combinacion fija” significa que los principios activos, p. ej., un compuesto de
Formula (1) y un coagente, se administran ambos a un paciente simultaneamente en forma de una entidad o dosis
Unica. La expresion “combinacion no fija” significa que los principios activos, p. €j., un compuesto de Férmula (1) y
un coagente, se administran ambos a un paciente como entidades independientes de forma simultanea, concurrente
o secuencial sin limites especificos de tiempo, donde dicha administracién proporciona niveles terapéuticamente
eficaces de los principios activos en el organismo del paciente. Esto ultimo también se aplica a la politerapia, p. €j.,
la administracién de 3 0 mas principios activos.

[0025] La expresién “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad del compuesto en cuestion que
mostrara una respuesta biolégica o médica en una célula, tejido, 6rgano, sistema, animal o humano que el
investigador, veterinario, médico u otro profesional de la medicina esta buscando.

[0026] Los términos “administracion” y/o “administrar" del compuesto en cuestion deberian entenderse como
proporcionar un compuesto de la invencion, incluyendo un profarmaco de un compuesto de la invencién, al individuo
que necesita tratamiento.

[0027] Segun se usa en este documento, los términos “tratar”, “tratando" y "tratamiento” se refieren a un
procedimiento para aliviar o mitigar una enfermedad y/o sus sintomas acompafantes.

[0028] El término “prostasina” también puede denominarse como: proteasa activadora de canales humana
(PACh), proteasa activadora de canales 1 y PRSS8, MERPOPS ID S01-159.

Modos de realizacion de la invencion

[0029] La invencidon proporciona compuestos, composiciones farmacéuticas y compuestos para la
modulacion de las proteasas activadoras de canales (PAC).

[0030] En un aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula (1):

F"Z
((fﬂz)p

,—-/ H
' : CRy)y—J—(R"),
. !0 I {CR2), (R')

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, donde

O-(CRz)p-R2 es un sustituyente en cualquier posicion del anillo A;

J es un anillo monociclico o carbociclico fusionado de 5-12 atomos, anillo heterociclico compuesto por N, O y/o S;
anillo arilo o heteroarilo, siempre que J no sea triazolilo;

B es

(1)

0 (CR2)k-R%;

Y es un enlace, -SO;-, -NHCO- 0 —O-(CO)-;

R' es halo, -(CR2)-NR°R’, -(CR2):-NRC(=NR)-NR°R’, -(CR2):-C(=NR)-NR°R’, -C(O)-(CR2)1-NR°R’, -(CR2)1-NR
SO2R?, -(CR2)1-NR-C(O)-R6, '(CR2)1'SOQNR6R7 o] -(CR2)1-OR6 0 un alcoxi C1.6, alquilo C+.6, alquenilo C,.6 0 alquinilo
Ca6 opcionalmente sustituido; o un anillo carbociclico, anillo heterociclico, arilo o heteroarilo opcionalmente
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sustituido;

R%es alquilo C+., alquenilo Cy.6, alquinilo Co60 —(CR2)1-R5;

alternativamente, NH-Y-R? juntos forman NHy;

R?, R*y R® son independientemente un anillo, carbociclico, anillo heterociclico, arilo o heteroarilo de 5-12 atomos
opcionalmente sustituidos; o R*es H, alquilo C+., alquenilo Cy., alquinilo Cz60

—CR=PE )

donde P es C o N y el anillo E junto con P forman un anillo monociclico o fusionado de 5-12 atomos opcionalmente
sustituido;

R® y R’ son independientemente H, alquilo C4., alquenilo Cy, alquinilo Cz60 -(CR2)1-R5;

cada R es H, o alquilo C1., alquenilo C,.¢ 0 alquinilo Cys;

1 es 0-6;

k, m, ny p son independientemente 1-6;

x es 0-4;

siempre que R* sea g)iperidinilo cuando NH-Y-R® juntos forman NH,; y ademas siempre que R® sea piperidinilo
cuando B es (CRz)«-R”.

[0031] En ofras realizaciones, la invencién proporciona un compuesto de Férmula (2):
R2
|
(?Rz)p
R4 H
Srgm $BA N
(CRghn "n S(CRI—I—(A"),
> o
FF"Y—I'il (o)
H (2)

donde R? y J son independientemente un arilo de 6 atomos opcionalmente sustituido;

R® es alquilo C1., alquenilo Ca., alquinilo C2.6 0 -(CR2)1-R®; 0 NH-Y-R? juntos forman NHy;
cada R en (CR2) es H o alquilo C16; y

m, n y p son independientemente 1-2.

[0032] Alternativamente, k, m, n'y p en las Férmulas (1) y (2) anteriores pueden ser independientemente 0-6.
En ejemplos particulares, k en la Férmula (1) es 2-3 y J es un heteroarilo, como tiofenilo. En otras realizaciones
alternativas, Y en las Férmulas (1) y (2) pueden ser -CO-.

[0033] En cada una de las formulas anteriores, J también puede seleccionarse entre el grupo compuesto por:

x4
| :‘:\z'a
T o ?(O:}g

donde uno o mas Z', 7%, 7%, Z*, 7°, Z° y Z' son un heteroatomo seleccionado entre N, NR O 0 S donde R es H o
alquilo C1¢y los demas atomos Z"-Z" son CH.

1

4 e

[0034] En algun ejemplo, al menos dos de Z1, ZZ, 23, Z4, Zs, z° y Z’ son un heteroatomo seleccionado entre
N, NR, O 0 S, donde R es H o alquilo C1¢y los demas atomos Z'-Z" son CH.
[0035] En las Férmulas (1) y (2) anteriores, donde cada resto opcionalmente sustituido puede estar sustituido
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con halo, =0, amino, guanidinilo, amidino, un alcoxilo C1.s opcionalmente sustituido; alquilo C4, alquenilo C,.6 0
alquinilo C,¢, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente halogenado o puede opcionalmente tener un
carbono que puede estar reemplazado o sustituido con N, 0 0 S; CO 2R®?, -O-(CR 2) 1 C(O)-R®; -(CR 2) 1 —R?, -(CR
2)1 -C(O)—R8 0-(CR2)1S0O -R®: 0 una combinacién de los mismos, donde cada R® es H, alquilo C16 0 un anillo
carbociclico, anillo heterociclico, arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido.

[0036] La presente invencion también incluye todas las variaciones isotépicas adecuadas de los compuestos
de la invencion o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Una variacion isotépica de un compuesto de
la invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se define como aquella en la que al menos un atomo
esta sustituido por un atomo que tiene el mismo numero atémico aunque una masa atomica diferente de la masa
atomica que normalmente tiene en la naturaleza. Entre los ejemplos de iso6topos que pueden incorporarse a los
compuestos de la invencion y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos se incluyen, pero sin limitaciones,
isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno y oxigeno, como 2H, 3H, 13C, 14C, 15N, ! o, 18O, 358, 8 y %l
Determinadas variaciones isotdpicas de los compuestos de la invencion y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos, por ejemplo, aquellos en los que se incorpora un isétopo radiactivo, como ®H o "C, son dutiles en
estudios de distribucion tisular de farmacos y/o sustratos. En ejemplos en particular, pueden ser Utiles los is6topos
°H y '4C debido a su facil preparacion y detectabilidad. En otros ejemplos, la sustitucién con isétopos como H puede
permitir determinadas ventajas terapéuticas que den lugar a una mayor estabilidad metabdlica, como el aumento de
la semivida in vivo o la reduccion de los requerimientos de dosis. Las variaciones isotépicas de los compuestos de la
invencion o de las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden prepararse generalmente mediante
procedimientos que utilizan variaciones isotdpicas apropiadas de los reactivos adecuados.

[0037] Los compuestos y composiciones de la invencion pueden ser utiles para modular una proteasa
activadora de canales. Entre los ejemplos de proteasas activadoras de canales que pueden ser moduladas usando
los compuestos y composiciones de la invencién se incluyen prostasina, PRSS22, TMPRSS11 (p. ej., TMPRSS11B
y TMPRSS11E), TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP-1), CAP2, CAP3, tripsina,
catepsina A o elastasa de neutrdfilos. Los compuestos de esta invencion también pueden inhibir la actividad de
proteasas que estimulan la actividad de los canales de iones, como el canal epitelial de sodio y pueden ser utiles en
el tratamiento de enfermedades asociadas a PAC.

Farmacologia y utilidad

[0038] Los compuestos de la invencién modulan la actividad de proteasas activadores de canales,
especialmente de serina proteasa similares a la tripsina, como prostasina, y por esto, son utiles para el tratamiento
de enfermedades o trastornos en los que la prostasina, por ejemplo, contribuya a la patologia y/o sintomatologia de
la enfermedad.

[0039] Entre las enfermedades mediadas por la inhibicion de una proteasa activadora de canales,
especialmente mediante una serina proteasa similar a la tripsina como la prostasina, se incluyen enfermedades
asociadas con la regulacion de los volumenes de liquidos que atraviesan las membranas epiteliales. Por ejemplo, el
volumen de liquido de la superficie de las vias respiratorias es un regulador clave del aclaramiento mucociliar y el
mantenimiento de la salud pulmonar. La inhibicion de una proteasa activadora de canales promovera la acumulacion
de liquidos en el lado de la mucosa del epitelio de las vias respiratorias, promoviendo de este modo el aclaramiento
de moco y previniendo la acumulacion de moco y de esputo en los tejidos respiratorios (incluyendo las vias
respiratorias pulmonares). Entre estas enfermedades se incluyen enfermedades respiratorias, como fibrosis quistica,
disquinesia ciliar primaria, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma, infecciones
de las vias respiratorias (aguda y cronica; virica y bacteriana) y carcinoma pulmonar. Las enfermedades mediadas
por la inhibicion de la proteasa activadora de canales también incluyen enfermedades distintas a las enfermedades
respiratorias que se asocian con una regulacion de liquidos analoga a través de un epitelio, implicando quizés una
fisiologia andmala de los liquidos superficiales protectores sobre su superficie, por ejemplo, xerostomia (boca seca)
0 queratoconjuntivitis seca (ojos secos). Adicionalmente, la regulacion PAC del ENaC en el rifién podria usarse para
promover la diuresis e inducir, de este modo, un efecto hipertensor.

[0040] En la enfermedad pulmonar obstructiva crénica se incluye la bronquitis créonica o disnea asociada con
la misma, enfisema, asi como exacerbacion de la hiperreactividad de las vias respiratorias consecuente con otra
farmacoterapia, en especial otra farmacoterapia inhalada. La invenciéon también es aplicable al tratamiento de la
bronquitis de cualquier tipo o génesis incluyendo, por ejemplo, bronquitis aguda, araquiddnica, catarral,
seudomembranosa, cronica o ftinoide.
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[0041] En el asma se incluyen asma intrinseco (no alérgico) y asma extrinseco (alérgico), asma leve, asma
moderado, asma grave, asma bronquitica, asma inducida por el ejercicio, asma laboral y asma inducida tras una
infeccion bacteriana. El asma también abarca una afeccion denominada “sindrome de sibilancias en lactantes", que
afecta a sujetos menores de 4 6 5 afios que muestran sintomas de sibilancias y diagnosticados o diagnosticables
como "lactantes con sibilancias", una categoria de paciente establecida de interés médico principal que, a menudo,
se identifican como asmaticos incipientes o en fase inicial.

[0042] La idoneidad de un inhibidor de la proteasa activadora de canales, como un inhibidor de prostasina,
para el tratamiento de una enfermedad mediada por la inhibicién de una proteasa activadora de canales, puede
comprobarse mediante la determinacion del efecto inhibitorio del inhibidor de la proteasa activadora de canales
segun los ensayos descritos a continuacion y siguiendo procedimientos conocidos en la técnica.

[0043] Segun lo dicho anteriormente, la presente invencion ademas proporciona compuestos para prevenir o
tratar cualquiera de las enfermedades o trastornos descritos anteriormente en un sujeto que necesita dicho
tratamiento, estos compuestos se administran a dicho sujeto en una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de Formula (1) o (2), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Para cualquier de los usos
anteriores, la dosis requerida variara dependiendo del modo de administracién, de la afeccion tratada en particular y
del efecto deseado (véase, “Administracion y composiciones farmacéuticas”, a continuacion).

Administracion y composiciones farmacéuticas

[0044] En general, los compuestos de la invencion se administraran en cantidades terapéuticamente eficaces
mediante cualquier de los modos normales y aceptables conocidos en la técnica, tanto uno por uno como en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticos.

[0045] Los inhibidores de proteasas activadoras de canales de la invencién también son utiles como
coagentes terapéuticos para su uso en combinacion con otro agente terapéutico. Por ejemplo, puede usarse un
inhibidor de proteasas activadoras de canales en combinacion con un antiinflamatorio, broncodilatador,
antihistaminico o antitusivos, antibiético o agente terapéutico ADNasa. El inhibidor de proteasas activadoras de
canales y otro agente terapéutico pueden estar en la misma, o diferente, composicién farmacéutica. El inhibidor de
proteasas activadora de canales puede mezclarse con el otro agente terapéutico en una composicidén farmacéutica
fija, o puede administrarse por separado, antes, simultaneamente o después del otro agente terapéutico. La
combinacién puede ser especialmente util para el tratamiento de la fibrosis quistica o de enfermedades obstructivas
o inflamatorias de las vias respiratorias, como las mencionadas anteriormente en este documento, por ejemplo,
como potenciadores de la actividad terapéutica de dichos farmacos o como medio para reducir la dosis requerida o
los posibles efectos adversos de dichos farmacos.

[0046] Entre los agentes terapéuticos antiinflamatorios adecuados se incluyen esteroides, especialmente
glucocorticoesteroides como budesonida, dipropionato de beclametasona, propionato de fluticasona, ciclesonida o
furoato de mometasona, o esteroides descritos en las solicitud de patentes internacionales WO 02/88167, WO
02/12266, WO 02/100879, WO 02/00679 (por ejemplo, los ejemplos 3, 11, 14, 17, 19, 26, 34, 37, 39, 51, 60, 67, 72,
73, 90, 99 y 101), WO 03/35668, WO 03/48181, WO 03/62259, WO 03/64445, WO 03/72592, WO 04/39827 y WO
04/66920; antagonistas del receptor de glucocorticoides no esteroideos, como los descritos en los documentos DE
10261874, WO 00/00531, WO 02/10143, WO 03/82280, WO 03/82787, WO 03/86294, WO 03/104195. WO
03/101932, WO 04/05229, WO 04/18429, WO 04/19935 y WO 04/26248; antagonistas de LTD4 como montelukast y
zafirlukast; inhibidores de PDE4 como cilomilast (ARIFLO® de GlaxoSmithKline), ROFLUMILAST® (Byk Gulden), VO
11294A (Napp), BAY19-8004 (Bayer), SCH-351591 (Schering-Plough), AROFYLLINE® (Almirall Prodesfarma),
PD189659/PD168787 (Parke-Davis), AWD-12-281 (Asta Medica), CDC-801 (Celgene), SelCID(TM) CC-10004
(Celgene), VM554/UM565 (Vernalis), T-440 (Tanabe), KW-4490 (Kyowa Hakko Kogyo) y los incluidos en los
documentos WO 92/19594, WO 93/19749, WO 93/19750, WO 93/19751, WO 98/18796, WO 99/16766, WO
01/13953, WO 03/104204, WO 03/104205, WO 03/39544, WO 04/000814, WO 04/000839, WO 04/005258. WO
04/018450, WO 04/018451, WO 04/018457, WO 04/018465, WO 04/018431, WO 04/018449, WO 04/018450,
WO 04/018451, WO 04/018457, WO 04/018465. WO 04/019944, WO 04/019945, WO 04/045607 y WO 04/037805,
y antagonistas del receptor Az de adenosina como los incluidos en el documento WO 02/42298.

[0047] Entre los agentes terapéuticos broncodilatadores adecuados se incluyen agonistas del adrenoceptor
beta-2, como albuterol (salbutamol), metaproterenol, terbutalina, salmaterol, fenoterol, procaterol, formoterol,
carmoterol o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y compuestos (en forma libre, de sal o solvato) de
la Férmula (1) como se describe en el documento WO 00/75114, un compuesto de formula:
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CH,
HN

compuestos de Férmula (1) del documento WO 04/16601 (en forma libre, de sal o solvato) y compuestos de los
documentos EP 1440966, JP 05025045, WO 93/18007, WO 99/64035, US 2002/0055651, WO 01/42193, WO
01/83462, WO 02/66422, WO 02/70490, WO 02/76933, WO 03/24439, WO 03/42160, WO 03/42164, WO 03/72539,
WO 03/91204, WO 03/99764, WO 04/16578, WO 04/22547, WO 04/32921, WO 04/33412, WO 04/37768, WO
04/37773, WO 04/37807, WO 04/39762, WO 04/39766, WO 04/45618 WO 04/46083 y WO 04/80964 o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

[0048] Entre los agentes terapéuticos broncodilatadores adecuados también se incluyen agentes
anticolinérgicos o antimuscarinicos, en especial bromuro de ipratropio, bromuro de oxitropio, sales de tiotropio y CHF
4226 (Chiesi), y glucopirrolato, aunque también los descritos en los documentos EP 424021, US 3714357,
US 5171744, WO 01/04118, WO 02/00652, WO 02/51841, WO 02/53564, WO 03/00840, WO 03/33495, WO
03/53966, WO 03/87094, WO 04/018422 y WO 04/05285.

[0049] Entre los agentes terapéuticos dobles antiinflamatorios y broncodilatadores adecuados se incluyen
agonistas dobles del adrenoceptor beta-2/antagonistas muscarinicos como los descritos en los documentos US
2004/0167167, WO 04/74246 y WO 04/74812.

[0050] Entre los agentes terapéuticos antihistaminicos adecuados se incluyen clorhidrato de cetirizina,
acetaminofeno, fumarato de clemastina, prometazina, loratadina, desloratadina, clorhidratos de difenhidramina y
fexofenadina, activastina, astemizol, azelastina, ebastina, epinastina, mizolastina y tefenadina asi como los incluidos
en los documentos JP 2004107299, WO 03/099807 y WO 04/026841.

[0051] Entre los antibiéticos adecuados se incluyen antibidticos macrélidos, por ejemplo, tobramicina
(TOBIT™).
[0052] Entre los agentes terapéuticos ADNasas adecuados se incluyen dornasa alfa (PULMOZYME™), una

solucion altamente purificada de desoxirribonucleasa | humana recombinante (ADNasahr) que escinde el ADN de
forma selectiva. La dornasa alfa se usa para tratar la fibrosis quistica.

[0053] Otras combinaciones Uutiles de inhibidores de proteasas activadoras de canales con agentes
terapéuticos antiinflamatorios son aquellas con antagonistas de receptores de quimiocinas, p. ej. CCR-1, CCR-2,
CCR-3, CCR-4, CCR-5, CCR-6, CCR-7, CCR-8, CCR-9 y CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCRS5,
especialmente antagonistas de CCR-5 como los antagonistas de Schering-Plough SC-351125, SCH-55700 y SCHI|
D, antagonistas de Takeda como el cloruro de N-[[4-[[[6,7-dihidro-2-(4-metil-fenil)-5H-benzo-cicloheptan-81
iljcarbonillamino]fenil]-metil]tetrahidro-N,N-dimetil-2H-piran-4-amonio (TAK-770) y antagonistas de CCR-5 descritos
en los documentos US 6166037, WO 00/66558, WO 00/66559, WO 04/018425 y WO 04/026873 completos.

[0054] En el tratamiento de una enfermedad mediada por la inhibiciéon de prostasina, puede administrarse un
inhibidor de proteasas activadoras de canales de la invencién, en forma libre o en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, por cualquier via apropiada, por ejemplo, por via oral, p. €j., en forma de comprimido,
capsula o liquido, por via parenteral, por ejemplo en forma de una solucién o suspension inyectable, o por via
intranasal, por ejemplo en forma de aerosol u otra formulacion atomizable usando un dispositivo de administracion
intranasal apropiado, p. €j., un espray nasal como los conocidos en la técnica, o mediante inhalacion, especialmente
para su uso con un nebulizador.

[0055] El inhibidor de proteasas activadoras de canales puede administrarse en una composicion
farmacéutica junto con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden ser, por
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ejemplo, polvos secos, comprimidos, capsulas y liquidos, aunque también soluciones para inyeccién, soluciones
para infusidon o suspensiones para inhalaciéon, que pueden prepararse usando otros componentes y técnicas de
formulacion conocidos en la técnica.

[0056] La posologia del inhibidor de proteasas activadoras de canales en forma libre o en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable puede depender de diversos factores, como la actividad y duraciéon de la accién del
principio activo, la gravedad de la afeccion que se va a tratar, el modo de administracion, la especie, sexo, origen
étnico, edad y peso del sujeto y/o su estado individual. Se estima que una dosis diaria tipica para su administracion,
por ejemplo para administracion oral a un animal de sangre caliente, en concreto un ser humano con un peso
aproximado de 75 kg, es de aproximadamente 0,7 mg a aproximadamente 1.400 mg, mas en particular de
aproximadamente 5 mg a aproximadamente 200 mg. Esta dosis puede administrase, por ejemplo, en una unica
dosis o en varias dosis, por ejemplo, de 5 a 200 mg.

[0057] Cuando la composicion comprende una formulacién en aerosol, puede contener, por ejemplo, un
propulsor hidrofluoroalcano (HFA), como HFA134a o HFA227, o una mezcla de estos, y puede contener uno o mas
codisolventes conocidos en la técnica, como etanol (hasta el 20% en peso) y/o uno o mas tensioactivos, como acido
oleico o triolato de sorbitan, y/o uno o mas agentes de carga, como lactosa. Cuando la composicién comprende una
formulacion en polvo seco, puede contener por ejemplo, el inhibidor de proteasas activadoras de canales que tiene
un diametro de particula de hasta 10 micrometros, opcionalmente junto con un diluyente o vehiculo, como lactosa,
de la distribucion de tamafio de particula deseado y un compuesto que ayude a proteger frente a productos que
deterioran el rendimiento debido a la humedad, p. €j., estearato de magnesio. Cuando la composicién comprende
una formulacién nebulizada, puede contener, por ejemplo, el inhibidor de proteasas activadoras de canales disuelto,
o suspendido, en un vehiculo que contiene agua, un codisolvente como etanol o propilenglicol y un estabilizante, que
puede ser un tensioactivo.

[0058] En realizaciones especiales, la invencion proporciona compuestos de Formulas (1) o (2) en forma
inhalable, p. ej., en un aerosol u otra composiciéon atomizable o en forma particulada inhalable, p. ej., micronizada.
La invencion también proporciona un medicamento inhalable que comprende compuestos de la invencién en forma
inhalable; un producto farmacéutico que comprende compuestos de la invencién en forma inhalable en asociacion
con un dispositivo de inhalacion; y un dispositivo de inhalacién que comprende compuestos de la invencion en forma
inhalable.

Procesos para obtener los compuestos de la invencion

[0059] Los compuestos de la invencién pueden prepararse siguiendo los procedimientos explicados en los
Ejemplos.
[0060] En las reacciones descritas, los grupos funcionales reactivos, cuando se desea que estén en el

producto final (p. ej., grupos hidroxi, amino, imino, tio o carboxi), pueden protegerse usando grupos protectores
conocidos en la técnica, para evitar su participacion no deseada en las reacciones. Pueden usarse grupos
protectores convencionales de acuerdo con la practica convencional, véase, por ejemplo, T. W. Greene y P. G. M.
Wouts en "Protective Groups in Organic Chemistry", John Wiley and Sons, 1991.

[0061] Los compuestos de la invencién también pueden prepararse como una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable mediante la reaccion con la forma base libre del compuesto con un acido inorganico u
organico farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, una sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable
de un compuesto de la invencién puede prepararse mediante la reaccién de la forma de acido libre del compuesto
con una base inorganica u organica farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, las formas de sales de los
compuestos de la invencidon pueden prepararse usando sales de las materias primas o de los compuestos
intermedios.

[0062] Las formas de acido libre o de base libre de los compuestos de la invencion pueden prepararse a
partir de la forma de sal de adicién de base o de la sal de adicion de acido correspondiente, respectivamente. Por
ejemplo, un compuesto de la invencion en una forma de sal de adiciéon de acido puede convertirse en la base libre
correspondiente tratandolo con una base adecuada (p. €j., solucién de hidréoxido de amoniaco o hidréxido sédico).
Un compuesto de la invencidon en una forma de sal de adicién de base puede convertirse en el acido libre
correspondiente tratandolo con un acido adecuado (p. €j., acido clorhidrico).

[0063] Los compuestos de la invencidon en forma no oxidada pueden prepararse a partir de N-6xidos de los
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compuestos de la invencién tratando con un agente reductor (p.ej., azufre, didoxido de azufre, trifenilfosfina,
borohidruro de litio, borohidruro sédico, tricloruro de fésforo, tribromuro o similares) en un solvente organico inerte
adecuado (p. €j., acetonitrilo, etanol, dioxano acuoso o similares) de 0 a 80°C.

[0064] Los derivados profarmaco de los compuestos de la invencién pueden prepararse mediante
procedimientos conocidos para los expertos en la materia (p. €j., para mas detalles véase Saulnier y col., (1994),
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, p. 1985). Por ejemplo, pueden prepararse profarmacos
apropiados mediante la reaccion de un compuesto no derivatizado de la invencién con un agente de carbamilacién
adecuado (p. €j., 1,1-aciloxialquilcarbanocloridato, carbonato de para-nitrofenilo o similares).

[0065] Los derivados protegidos de los compuestos de la invencion pueden obtenerse por medios conocidos
por los expertos en la materia. Una descripcion detallada de las técnicas aplicables a la creacion de grupos
protectores y su eliminacion puede encontrarse en T. W. Greene, "Protecting Groups in Organic Chemistry", 32
edicion, John Wiley e hijos, Inc., 1999.

[0066] Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse convenientemente, o formarse durante el
proceso de la invencion, como solvatos (p. €j., hidratos). Los hidratos de los compuestos de la presente invencion
pueden prepararse convenientemente mediante recristalizacion a partir de una mezcla de solventes
acuoso/organico, usando solventes organicos como dioxina, tetrahidrofurano o metanol.

[0067] Los compuestos de la invencién pueden prepararse como sus estereoisémeros individuales mediante
la reaccidon de una mezcla racémica del compuesto con un agente de resolucién épticamente activo para formar un
par de compuestos diastereoisdmeros, separando los diastereoisdmeros y recuperando los enantidmeros
Opticamente puros. Aunque la resolucion de enantiomeros puede llevarse a cabo usando derivados
diastereoisémeros covalentes de los compuestos de la invencion, se prefieren los complejos disociables (p. €j., sales
diastereoméricas cristalinas). Los diasteredmeros tienen propiedades fisicas diferentes (p. €j., puntos de fusién,
puntos de ebullicién, solubilidades, reactividad, etc.) y pueden separarse facilmente aprovechando estas diferencias.
Los diastereoisébmeros pueden separarse mediante cromatografia o mediante técnicas de separacién/resolucion en
funcion de las diferencias de solubilidad. A continuacion se recupera el enantidmero épticamente puro, junto con el
agente de resolucion, por cualquier de los medios practicos que no den lugar a racemizacion. Una descripcion mas
detallada de las técnicas aplicables a la resolucion de estereoisémeros de los compuestos a partir de su mezcla
racémica puede encontrarse en Jean Jacques, Andre Collet y Samuel H. Wilen, "Enantiomers, Racemates and
Resolutions", John Wiley And Sons, Inc., 1981.

[0068] En resumen, los compuestos de la invencion pueden prepararse como se explica en los Ejemplos, y
las Formulas (1) y (2) pueden obtenerse mediante un procedimiento, que implica:

(a) convertir opcionalmente un compuesto de la invencion en una sal farmacéuticamente aceptable;

(b) convertir opcionalmente una forma de sal de un compuesto de la invencion en una forma no sal;

(c) convertir opcionalmente una forma no oxidada de un compuesto de la invencién en un N-6xido
farmacéuticamente aceptable;

(d) convertir opcionalmente una forma N-6xido de un compuesto de la invencion en su forma no
oxidada;

(e) resolver opcionalmente un isémero individual de un compuesto de la invencion a partir de una
mezcla de isdbmeros;

(f) convertir opcionalmente un compuesto no derivatizado de la invencién en un derivado profarmaco
farmacéuticamente aceptable y

(g) convertir opcionalmente un derivado profarmaco de un compuesto de la invencion en su forma no
derivatizada.

[0069] En la medida en que la produccién de las materias primas no se describe especialmente, los
compuestos son conocidos o pueden prepararse de forma analoga a partir de procedimientos conocidos en la
técnica o como se describe a partir de aqui en este documento en los Ejemplos. Un experto en la materia apreciara
que las transformaciones anteriores son solo representativas de procedimientos para la preparacion de los
compuestos de la presente invencion y que pueden usarse de forma similar otros procedimientos bien conocidos. La
presente invencion se explica adicionalmente, pero sin limitaciones, mediante los siguientes Ejemplos que ilustran la
preparacion de los compuestos de la invencion.

Compuesto de referencia 1

[0070]
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1-B: Se disuelve etanol 4-piperidina (1-A) (5 g, 39,7 nmoles) en THF (120 ml). Se afiade trietilamina (5,6 ml, 40
nmoles) y la solucién se enfria a 0°C. Se afnade Boc,0 (9,59 g, 44 mmoles) y la reaccion se agita durante toda la
noche a temperatura ambiente. El solvente se elimina al vacio y el residuo sin procesar se disuelve en acetato de
etilo (120 ml). La solucion se lava con HCI 0,1 N (3x100 ml) y salmuera (1x100 ml), se seca con MgSOy, se filtra y se
evapora el solvente al vacio para obtener 1-B como un aceite transparente.

1-C: Se afiade acido tricloroisocianurico (2,66 g, 11,46 mmol) a una solucién del alcohol 1-B (2,39 g, 10,42 mmoles)
en DCM, y la solucion se agita y mantiene a 0°C, tras la adicion de una cantidad catalitica de TEMPO. Tras la
adicion, la mezcla se lleva a temperatura ambiente y se agita durante una hora y, a continuacion, se filtra sobre
Celite®. La fase organica se lava con Na,COj3 acuoso saturado, seguido de HCI 1M y salmuera. La capa orgéanica se
seca (MgSO.) y se evapora el solvente para obtener 1-C.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 89,72 (1H, s), 4,07-4,01 (2H, m), 2,70-2,57 (2H, m), 3,35-3,31 (2H, m), 2,05-1,94 (1 H,
m), 1,64-1,46 (2H, m), 1,39 (9H, s), 1,30-1,02 (2H, m).

1-D: A una solucién de éster de trimetil Cbz-a-fosfonoglicina (2,8 g, 8,45 mmoles) en THF a -78°C se le afade
1,1,3,3-tetrametil-guanidina (1,022 ml, 8,14 mmoles). Después de 10 minutos, se afiade el aldehido 1-C (1,76 g, 7,76
mmoles). A continuacion, la solucion se coloca en un bafio con hielo a 0°C durante 1 hora y, después, se dejo que
alcanzara la temperatura ambiente y se agita durante otra hora. La solucién se diluye con EtOAc, se lava con
NaHSO4 1 M, se seca (MgSOs) y se concentra al vacio. El residuo se purifica mediante cromatografia ultrarrapida en
gel de silice con un gradiente de 0 a 100% de acetato de etilo/hexano para obtener 1-D como un sélido blanco. EM
m/z 333,2 (M + 1), RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 7,35-7,33 (5H, m), 6,63 (1H, t, J = 8Hz), 6,30 (1H, sa), 5,12 (2H, s),
4,10-4,04 (2H, m), 3,73 (3H, s), 2,67-2,62 (2H, m), 2,14 (2H, t, J = 6,8 Hz), 1,63-1,46 (3H, m), 1,43 (9H, s), 1,14-1,06
(2H, m).

1-E: Un recipiente de Parr se cargd con 1-D (1 g, 2,31 mmoles) y MeOH (100 ml) bajo atmédsfera de nitrogeno. La
soluciéon se somete a 3 ciclos de vacio y burbujeo de nitrégeno, y se afade el catalizador (R,R)-Etil-DuPHOS-
Rh(COD) triflato (30 mg, 0,04 mmoles). La mezcla se coloca a una presién de 60 psi de gas hidrégeno a temperatura
ambiente durante 24 h. La conversion de 1-E es completa después de 24 h con >99% e.e., el solvente se elimina al
vacio y el producto sin procesar se purifica mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/EtOAc).

1-F: El producto intermedio 1-E se disuelve en MeOH. La solucién se gasea con nitrégeno y se afiade Pd/Carbono
(5% en peso, Degussa). La mezcla se coloca a una presion de 50 psi de gas hidré(geno a temperatura ambiente y se
agita durante 24 h. La mezcla se gaseo con nitrogeno y se filtré a través de Celite”. La masa se lava con MeOH y la
solucion organica combinada se concentra al vacio. Se afiaden hexanos y, a continuacién se evapora al azeétropo
el metanol restante para obtener 1-F como un aceite que, a continuacién se usa en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. EM m/z 201,4 (M + 1 - Boc), RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 4,06-3,97 (2H, m), 3,63 (3H, s), 3,36-3,31 (1H,
m), 2,63-2,50 (2H, m), 1,70-1,61 (1H, m), 1,61-1,43 (3H, m), 1,36 (3H, s), 1,55 (6H, s), 1,34-1,15 (3H, m), 1,02-1,97
(2H, m).
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1-G: El producto 1-F sin procesar (0,6 g, 1,99 mmoles) se disuelve en THF (10 ml) y se afiaden a la solucioén 2,4,601
colidina (315 mg, 2,38 mmoles) y cloruro de metanosulfonilo (0,170 ml, 2,19 mmoles) y se agita durante 2 horas. La
reaccion se diluye con EtOAc (50 ml) y la soluciéon se lava con NaHSO4 1M (2 x 25 ml), salmuera (25 ml) y se seca
(MgSO0s). El solvente se elimina al vacio y el residuo sin procesar se purifica mediante cromatografla ultrarrapida
usando un gradiente de hexanos y EtOAc hasta obtener 1-G. EM m/z 279,4 (M + 1 - Boc), RMN H (CDCls, 400
MHz) & 5,60-5,42 (1 H, m), 3,99-3,96 (3H, m), 3,68 (3H, s), 2,86 (3H, m), 2,60-2,54 (2H, m), 1,79-1,77 (1H, m), 1,600
1,45 (2H, m), 1,35 (9H, s), 1,35-1,26 (3H, m), 1,16-0,95 (2H, m).

1-H: El compuesto 1-G (0,70 g, 1,84 mmoles) se disuelve en dioxano (7 ml) y se afiade LiOH+H,O (232 mg, 5,55
mmoles) disuelto en agua (4 ml). La mezcla de reaccion se agita durante 1 h. El solvente se evapora; y el residuo se
diluye con EtOAc (25 ml) y se lava con NaHSO4 1N (25 ml) y salmuera (25 ml), y se seca (MgSQs). El solvente se
elimina al vacio y el resto sin procesar se purifica mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de
hexanos/EtOAc) para obtener el compuesto de referencia 1 como un sélido blanco. EM m/z 265,4 (M + 1 - Boc),

RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 8,97 (1H, s ancho), 5,44 (1H, d, J = 8,8 Hz), 4,15-3,90 (3H, m), 2,94 (3H, s), 2,77-2,55
(2H, m), 1,88-1,87 (1H, m), 1,78-1,58 (3H), 1,42-1,37 (12H, m), 1,16-0,94 (2H, m).

Compuesto de referencia 2

[0071]

[0072] El compuesto intermedio 1-E se saponifica con L|OH H20O siguiendo el mismo procedimiento utilizado
para obtener el compuesto 1-H. EM m/z 421,5 (M + 1), RMN H (CDCls, 400 MHz) & 9,75 (1H, s ancho), 7,26-7,41
(5H, m), 5,39 (1H, s), 5,10 (2H, s), 4,41-4,34(1H, m), 4,46-4,03 (2H, m), 2,68-2,61 (2H, m), 1,94-1,82 (1H, m), 1,780]
1,53 (3H, m), 1,44 (9H, s), 1,44-1,19 (3H, m), 1,09-1,03 (2H, m).

Compuesto de referencia 3

[0073]
N'Boc
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3-B: El compuesto 3-A (2 g, 9,28 mmoles) se combina con CBrs (4,46 g, 13,47 mmoles) y trifenilfosfina (3,28 g, 12,54
mmoles) en THF (0,2 M) y la solucién se agita durante toda la noche. A continuacion, la mezcla de reaccion se filtra
y el solvente se evapora. Una porciéon grande el 6xido de trifenilfosfina se precipita mediante la adicion lenta de la
mezcla sin procesar a un volumen grande de éter. Tras la filtracion y concentramon el residuo se purifica mediante
cromatografia (gradiente de EtOAc:hexanos) para obtener el compuesto 3-B. RMN H (CDCls, 400 MHz) & 4,05-3,99
(1H, m), 3,83-3,78 (1H, m), 3,27-3,34 (2H, m), 2,84-2,77 (1H, m), 2,66-2,59 (1H, m), 1,91-1,74 (2H, m), 1,67-1,56
(1H, m), 1,42 (9H, s), 1,32-1,20 (2H, m).

3-C: Una mezcla de 3-B (1 g, 3,6 mmoles) y KCN (281 mg, 4,3 mmoles) en DMF anhidrido (20 ml) se agita a reflujo
durante toda la noche. El residuo se disuelve en EtOAc (50 ml), se lava sucesivamente con NaHSO4 1N (2x50 ml) y
sal muera (2x50 ml) y se seca sobre MgSO,. El solvente se evapora y el material sin procesar se purifica por
cromatografia (gradiente EtOAc:hexanos) para obtener en compuesto 3-C como un aceite. RMN H (CDCls, 400
MHz) 6 3,83-3,78 (1H, m), 3,78-3,69 (1H, m), 2,87-2,73 (2H, m), 2,28-2,15 (2H, m), 1,84-1,72 (2H, m), 1,61-1,52 (1H,
m), 1,42-1,15 (11H,m).

3-D: A una solucion de 3-C (750 mg, 3,34 mmol) en THF (20 ml) se le afiade DIBAL (solucion 1M en THF, 5 ml) a [J
78°C. Se deja que la mezcla alcance la temperatura ambiente y se agita a esta temperatura durante 1 h. La mezcla
se enfria a 0°C y se afiaden sucesivamente agua (0,2 ml), NaOH ac. al 15% (0,2 ml) y agua (0,5 ml). Tras la adicién
de MgSO,, la mezcla se agita enérgicamente y se filtra. La evaporacion de los solventes produce e compuesto 3-D
como un aceite incoloro. Este compuesto se usa en la etapa siguiente sin purificacion adicional. RMN 'H (CDCls, 400
MHz) 6 3,78-3,67 (1H, m), 3,67-3,64 (1H, m), 2,81-2,71 (1H, m), 2,71-2,50 (1H, m), 2,24-2,09 (2H, m), 1,79-1,66 (2H,
m), 1,56-1,48 (1H, m), 1,39-1,13 (11H, m).

3-E: Este compuesto se prepara a partir de 3-D utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacién del compuesto de referencia 1-D.

3-F: Este compuesto se prepara a partir de 3-E utilizando procedimientos andlogos a los descritos para la
preparacién del compuesto de referencia 1-F.

3-G: Este compuesto se prepara a partir de 3-F utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacion del compuesto de referencia 1-G.

3-H: Este compuesto se prepara a partir de 3-G utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacion del compuesto de referencia 1-H

e e R,

— L —— Ma— 0
Me ‘N 0 N~
ﬁ g ’
4-A 43 4C

Compuesto de referencia 4

[0074]

4-B: Se disuelven clorhidrato del éster de etilo de D-homofenilalanina (5,00 g, 20,5 mmoles) y DIEA (8,7 ml, 51,25
mmoles) en THF (100 ml) y se agitan a temperatura ambiente. Se afade cloruro de mesilo (1,67 ml, 21,52 mmoles)
gota a gota y la reaccion se agita durante 6h a temperatura ambiente. El THF se evapora, y el residuo sin procesar
se disuelve en EtOAc (100 ml), se lava con agua (100 ml), HCI 1N (2 x100 ml) y salmuera (100 ml), y se seca
(MgSO0s). El solvente se elimina al vacio y el material sin procesar se purifica por cromatografia ultrarrapida
(hexanos:EtOAc) para obtener el éster de etilo

4-C: El éster de etilo 4-B se disuelve en dioxano (50 ml) y se agita a temperatura ambiente. Se afiade LiOH*H,O
(1,00 mg, 24 mmoles) disuelto en agua (20 ml) y la reaccion se agita hasta que haya desaparecido el éster de etilo
(mediante TLC y EMCL). El solvente se elimina al vacio y el material sin procesar se separa con EtOAc (50 ml) y HCI
1N (50 ml). La capa acuosa se extrae con EtOAc (2x50 ml) y las fases organicas mezcladas se lavan con NaHSO4
1M (2x50 ml) y salmuera (50 ml) y se secan con MgSOa.

[0075] El solvente se evapora y el material sin elaborar se purifica mediante cromatografia ultrarrapida
(gradiente EtOAc:hexanos) para obtener el compuesto 4 de referencia como un polvo blanco.

Compuesto de referencia 5

[0076]
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[0077] Se disuelve Boc-D-homofenilalanina (1,0 g, 3,58 mmoles) en THF (10 ml) y se afiade agua (18 pl, 0,72
mmoles) a una suspension de NaH (dispersidon en aceite mineral al 60%, 10.0 mmoles) en tetrahidrofurano (12 ml)
gota a gota durante un periodo de 20 min. mientras se mantiene una temperatura interna de 20°C. La mezcla se
agita a la misma temperatura durante 10 min. y se afiade sulfato de dimetilo (1,05 ml, 6,44 mmoles) durante un
periodo de 20 min. mientras se mantiene una temperatura de 20°C. La reaccidén se agita durante 2 h antes de
inactivarla con hidroxido aménico al 30% (6 ml) durante un periodo de 10 min., mientras que se mantiene una
temperatura interna de 30°C. Se continuacién la agitacion durante una 1 h mas (para asegurar una completa
destruccion del sulfato de dimetilo). La mezcla se diluye con EtOAc (20 ml) y agua (20 ml). La capa organica se
separa, se lava con agua (10 ml), se seca (MgSOs) y se evapora al vacio para obtener el compuesto de referencia 5
como un sdlido blanco.

Compuesto de referencia 6

[0078]

b c %
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6-B: Se disuelve clorhidrato del éter de etilo de D-homofenilalanina (6A) (25,0 g, 102,5 mmoles) en EtOH acuoso al
10% (500 ml). Se afiade una cantidad catalitica de Rh/C al 5% y la reaccién se coloca bajo una atmésfera de H;
(1.000 psi), se agita y calienta a 50°C. Después de 18 h, la reaccion se enfria a temperatura ambiente, se retira el
aporte de gas H y el recipiente se lleva a presién atmosférica. El catalizador se filtra a través de Celite® y el solvente
se elimina al vacio para obtener clorhidrato de éter de etilo de D-homociclohexilalanina como un polvo blanco.

6-C: Este compuesto se prepara a partir de 6-B utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacion del compuesto de referencia 4-B.

6-D: Este compuesto se prepara a partir de 6-C utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacién del compuesto de referencia 4-C.

Compuesto de referencia 7

[0079]

7-A: Se afaden clorhidrato de éster de etilo de D-homociclohexilalanina (3,83 g, 18,0 mmoles) y N[
(benciloxicarboniloxi)succinimida (Cbz-OSu) (4,49 g, 18,0 mmoles) en un matraz de fondo redondo que contiene
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THF (60 ml) y agua (20 ml). La mezcla se agita a temperatura ambiente y se afiade EtsN (10,1 ml, 72,0 mmoles) y la
reaccion se agita durante la noche a temperatura ambiente. La solucion transparente se diluye con EtOAc (200 ml) y
se lava con HCI 1N (3x100 ml) y salmuera (1x100 ml) y se seca con MgSOs. El solvente se evapora al vacio para
obtener el producto deseado como un sélido blanco que se usa sin purificacion adicional.

7-B: Este compuesto se prepara a partir de 7-A utilizando procedimientos analogos a los descritos para la
preparacion del compuesto de referencia 4-C.

[0080]

Compuesto de referencia 8
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8-B: Se disuelve KOH en polvo fino (19,4 g, 0,346 moles) en DMSO vy se agita a temperatura ambiente durante 20
min. y, a continuacién, se enfria a 0°C. Se disuelve N-Boc-trans-4-hidroxi-L-prolina (Boc-Hip-OH, 8-A) (10 g, 43.3
mmol) en DMSO (10 ml) y se afiade, y la mezcla de reaccién se agita durante 10 min. mas a 0°C. A continuacion, se
afade cloruro de 4-clorobencilo (33 g, 0,204 moles) y la mezcla de reaccion se agita a 0°C durante 15 min. mas.
Después de esto, se retira el bafio de hielo y se deja que la mezcla de reaccion alcance la temperatura ambiente y
se agita durante 4 h. La mezcla de reaccion se vierte dentro de agua (300 ml) y el recipiente de reaccién se lava con
una alicuota adicional de agua (300 ml). La capa acuosa mezclada se extrae con éter (2x300 ml) y se elimina. La
capa acuosa se acidifica hasta pH 2,3 con H3PO4 al 87% y, a continuacion, se extrae con éter (3x300 ml). Los
extractos de éter mezclados se lavan con agua (2x 400 ml) y salmuera (2x400 ml) y, a continuacién, se secan sobre
MgSQ., se filtran y concentran al vacio. El residuo se purifica mediante cromatografia en gel de silice con
EtOAc/hexanos (gradiente de 0 a 100%) para obtener el compuesto 8-B como un aceite transparente. EM m/z 256,1
(M + 1 - Boc); RMN 'H (DMSO-Dg, 400 MHz) & 7,39-7,31 (4H, m), 4,52-4,40 (2H, m), 4,16-4,10 (2H, m), 3,48-3,41
(2H, m), 2,40-2,30 (1H, m), 2.03-1,94 (1H, m), 1,39-1,34 (9H, m).

8-C: Se afiade una solucién de TFA en diclorometano (50/50) a 8-B y la mezcla se agita hasta la completa
eliminacion del Boc. A continuacion, la mezcla de reaccién se concentra al vacio y el residuo sin procesar se usa en
la siguiente etapa sin purificacion adicional. EM m/z 256,1 (M + 1); RMN H (CDCls, 400 MHz) & 8,32 (1H, s ancho),
7,16-6,93 (4H, m), 4,41-4,12 (4H, m), 4,10-3,75 (2H, m), 3,70-3,53 (1H, m), 3,51-3,30 (1H, m), 2,38-2.24 (1H, m),
2,06-1,88 (1H, m).

8-D: El producto intermedio 8-C se disuelve en 200 ml de una solucién de 1,4,-dioxano/H20 (1:1). Se afiade NaHCO3
(17,9 g, 0,213 moles) seguido de Fmoc-Cl (12 g, 46,3 mmoles). La mezcla se agita durante toda la noche. A
continuacion, la solucién se acidifica con HCI 1N, y el precipitado se filtra y seca (MgSO.) para obtener 8-D con un
sélido blanco. RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 8,11 (1 H, s ancho), 7,77-7,66 (2H, m), 7,58-7,52 (2H, m), 7,42-7,21 (8H,
m), 4,54-4,26 (4H, m), 4,24 (1 H, t, J=7,2 Hz), 4,23-4.10 (1H, m), 3,69-3,61 (2H, m), 3,50-2,38 (1H, m), 2,24-2,12
(1H, m).

Compuesto de referencia 9

[0081]
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[0082] Los reactivos y las condiciones para el esquema de reacciéon anterior son: (a) SOCI, (3,0 equiv.),
MeOH, 0°C, 100%; (b) cloruro de mesilo (1,2 equiv.), EtsN (3,0 equiv.), cat. DMAP, THF, 23°C, 79%; (c) catalizador
de metatesis Hoveyda-Grubbs (8 moles %), N-Boc-4-metilenpiperidina (3,0 equiv.), DCM, 40°C, 51%; (d) LiOH,
dioxanos, H»0, 23°C, 100%.

9-A: Se resuspende D-allilglicina (5,03 g, 43,73 mmoles, 1,0 equiv.) en una suspension de metanol (70 ml) en un
bafio de agua con hielo. Se afiade cloruro de tionilo (9,6 ml, 131,19 mmoles, 3,0 equiv.) gota a gota durante 10
minutos. La reaccion se lleva a temperatura ambiente y se evalla su finalizacién mediante EM/CL. El solvente se
evapora y el sélido blanco resultante 9-A se usa directamente en la siguiente etapa.

9-B: Se disuelven clorhidrato de éster de metilo de D-allilglicina (9-A, 7,20 g, 43,73 mmoles), EtsN (18 ml, 131,19
mmoles, 3,0 equiv.) y DMAP (10 mg, catalitico) en THF (110 ml) y se agitan a temperatura ambiente. Se afade
cloruro de mesilo (4,0 ml, 52,48 mmoles, 1,2 equiv.) gota a gota y la reaccién se agita durante 6 h a temperatura
ambiente. EI THF se evapora, y el residuo sin procesar se disuelve en EtOAc (100 ml), se lava con agua (100 ml),
HCI 1N (2 x100 ml) y salmuera (100 ml), y se seca (MgSOQ,). El solvente se elimina al vacio y el material sin procesar
se purifica por cromatografia ultrarrapida (hexanos:EtOAc) para obtener el compuesto 79-B como un aceite amairillo.
9-C: Se afiade diclorometano anhidro (10 ml, 0,1 M) mediante una jeringa a 9-B (2,15 g, 10,37 mmoles, 1,0 equiv.) y
catalizador de metatesis Hoveyda-Grubbs de 22 generacién [dicloruro de (1,3-Bis-(2,4,6-trimetilfenil)-20]
imidazohidiniliden)dicloro(o-isopropoxifenilmetilen)rutenio Il) (510 mg, 0,815 mmoles, 8 moles %)] bajo una
atmésfera de nitrogeno. Se afnade N-Boc-4-metilenpiperidina (6 ml, 31,11 mmoles, 3,0 eq.) mediante una jeringa y la
reaccion se ajusta con un condensador de reflujo y se calienta a 40°C durante 12 horas. Después de que la reaccion
esté finalizada mediante EM/CL, la mezcla de reaccién se purifica directamente mediante purificacion automatica en
gel de silice (acetato de etilo en hexanos de 0-100%) para obtener el compuesto 9-C como un aceite de color verde
oscuro. EM m/z 277,2 (M-Boc + 1).

[0083] Compuesto de referencia 9: La saponificacion de 9-C se consigue usando el procedimiento
previamente descrito para la preparacién del compuesto de referencia 4.

Compuesto de referencia 10

[0084]
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[0085] El compuesto de referencia 10 se prepara utilizando procedimientos analogos a los descritos para la

preparacion del compuesto de referencia 8.
Ejemplo 1

[0086]

NH
L,

10 1-A: Carga de la resina PAL: se afiade 5-ciano-2-metilaminotiofeno (3 equiv.) a una solucion de la resina (1 meq/g)
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en DMF en presencia de AcOH (8 equiv.). La mezcla se agita durante una hora antes afiadiendo NaH(AcO)s (3
equiv.) y se deja que la mezcla reaccione durante toda la noche. A continuacion, la resina se lava con DMF (x2),
DCM (x2), MeOH (x2) y DCM (x2).

1-B: Se afiade el aminoacido protegido Fmoc 8-D (3 equiv.) a 200 mg la resina 1-A en DMF en presencia de HOBt
(3,5 equiv.) y DIC (3,5 equiv.). La mezcla se agita durante 3 horas. La resina se lava con DMF (x2), DCM (x2), MeOH
(x2) y DCM (x2).

1-C: La resina se agita en una solucion de piperidina en DMF al 20% en DMF durante 30 min. y se lava con DMF
(x2) y DCM (x2).

1-D: El aminoacido se conjuga con la resina 1-C usando el mismo procedimiento de 1-B.

1-E: Se afiade una solucién de clorhidrato de hidroxilamina (40 equiv.) y DIEA (4 equiv.) en DMF a laresina 1-D y la
mezcla se incuba durante toda la noche. La resina se lava con DMF (x2), DCM (x2), MeOH (x2) y DCM (x2).

1-F: Se afiade anhidrido acético (10 equiv) a una solucion de la resina 1-E en DCM. La mezcla se agita durante 2
horas y, a continuacion se lava con DCM (X2), DMF (x2) y DCM (x2)

1-G: La resina 1-F se lava con THF anhidro (x2) antes de anadir una soluciéon de Sml; (0,1M en THF) bajo atmdsfera
de nitrégeno. La mezcla se agita durante 2 horas, y la resina se lava con DMF (x2), MeOH (x2), DMF (x2) y DCM

(x 2).

1-H: El compuesto final 1-H se obtiene tras la escision de la resina en presencia de una solucién de
TFA/DCM/H20(45:45:10). El filtrado se concentra al vacio, se disuelve en acetonitrilo y se purifica mediante HPLC en
fase inversa (gradiente de H20-ACN). Tras la liofilizacién, se obtiene la sal de TFA de 1-H como un polvo blanco. EM
m/z 639,5 (M + 1); RMN "H (CDsCN, 400 MHz) & 9,30 (1H, s), 7,89 (1H, s), 7,72 (1H, d, J=4 Hz), 7,36-7,26 (4H, m),
7,09 (1H, d, J=4 Hz), 6,06 (1H, d, J=8Hz), 4,60-4,41 (5H, m), 4,33-4,21 (1H, m), 4,11-4,05 (1H, m), 3,82-3,65 (2H,
m), 3,29-3,27 (2H, m), 2,86 (3H, s), 2,86-2,76 (2H, m), 2,46-2,36 (1H, m), 2,15-2,07 (1H, m), 1,75-1,68 (2H, m), 1,630
1,46 (2H, m), 1,46-1,31 (2H, m), 1,31-1.37 (3H, m).

Ejemplos 2-31

[0087] Los ejemplos 2-31 se sintetizan usando procedimientos analogos a los descritos en la sintesis del
Ejemplo 1.

Ejemplo 32

[0088]
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[0089] El reactivo 32-A se prepara a partir de bencilamina y Pal-resina usando procedimientos anélogos a los
descritos para la preparacion del ejemplo 1-A. El producto intermedio 32-B se prepara a partir de 32-A inmovilizado
usando procedimientos analogos a los descritos para la preparacion del ejemplo 1-B. Los productos intermedios 32(]
C y 32-D se preparan a partir de 32-B y 32-C unidos a un soporte, respectivamente, siguiendo procedimientos
analogos a los descritos para los ejemplos 1-C y 1-D, respectivamente. EI compuesto final 32-E se prepara mediante

la escisidon de 32-D de la resina siguiendo procedimientos analogos a los usados para la preparacion del ejemplo 10
H.

Ejemplos 33-54

[0090] Los ejemplos 33-54 se sintetizan usando procedimientos analogos a los descritos para la sintesis del
Ejemplo 32.

Ejemplo 55

[0091]
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55-A: Se anade el compuesto 1-H (1,9 g, 5,2 mmol) a una solucién de la sal HCI de éster de metilo 8-C (1,6 g, 5,2
mmoles), PyBOP (3,79 g, 7,28 mmoles) y DIEA (2,7 ml, 15,6 moles) en DCM (50 ml). La mezcla se agita durante
toda la noche, a continuacion se lava con una solucion de NaHSO4 1M (2x50 ml), NaHCO3 saturado (2x50 ml) y
salmuera (1x50 ml). La fase organica se seca en MgSQ, y se concentra al vacio. El residuo se purifica mediante
cromatografia ultrarrapida (Hexanos:EtOAC) y se obtiene el compuesto 55-A como un sélido blanco. EM m/z 616,2
(M+1).

55-B: Se disuelve el éster de metilo 55-A (2,2 g, 3,72 mmoles) en dioxanos (20 ml) y se agita a temperatura
ambiente. Se afiade LiOH*H20 (467 mg, 11,12 mmoles) disuelto en agua (50 ml) y la reaccién se agita hasta que
haya desaparecido el éster de etilo (mediante TLC y EMCL). La solucion se acidifica mediante la adicion de NaHSO4
1My se extraje con EtOAc (2x50 ml). Las fases organicas mezcladas se lavan con salmuera (50 ml) y se secan con
MgSO.. El solvente se evapora para obtener el compuesto 55-B como un polvo blanco. EM m/z 602,2 (M + 1); RMN
'H (CDCls, 400 MHz) & 7,33 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,22 (2H, d, J=8,4 Hz), 5,87 (1H, d, J=9,6 Hz), 4,43-4,57 (4H, m),
4,39-4,32 (1H, m), 3,95-4,17 (4H, m), 3,87-3,93 (1H, m), 3,60-3,64 (1H, m), 2,89 (3H, s), 2,58-2,64 (2H, m), 2,45-3,51
(1H, m), 2,15-2,51 (1H, m), 1,48-1,70 (3H, m), 1,44 (9H, s), 1,22-1,35 (2H, m), 0,95-1,10 (2H, m).

55-C: A una solucién del compuesto 55-B (60 mg, 0,1 mmoles) en diclorometano (10 ml) se afiade HATU (55 mg,
0,14 mmoles), DIEA (0,035 ml, 0,2 mmoles) y 2,4-diclorobencilamina (23 mg, 0,13 mmoles). La mezcla se agita
durante toda la noche a temperatura ambiente, a continuacion, se lava sucesivamente con NaHSO4 1M (10 ml),
NaHCO; saturado (10 ml) y salmuera (10 ml). La solucién se seca en MgSOQO., se filtra, evapora y se usa
directamente en la siguiente etapa. ES m/z 659,2 (M + 1 -Boc).

55-D: A la solucion de 55-C en DCM se afiade lentamente una soluciéon de TFA al 50% en DCM. La mezcla se agita
durante 30 minutos, a continuacion, los solventes se evaporan y el residuo se disuelve en acetonitrilo y se purifica
mediante HPLC en fase inversa.

Tras la liofilizacion de los solventes, se obtiene la sal TFA del compuesto 55-D como un polvo blanco. EM m/z 659,2
(M + 1); RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 9,30 (1H, sa), 8,56 (1H, sa), 7,31 (1H, d, J=2 Hz), 7,07-7,27 (6H, m), 5,88 (1H,
d, J=8,4 Hz), 4,26-4,57 (6H, m), 3,93-4,02 (1H, m), 3,77-3,86 (1H, m), 3,47-3,86 (1H, m), 3,21-3,34 (5H, m), 2,74
(3H, s), 2,49-2,88 (4H, m), 2,17-2,36 (2H, m), 1,18-1,73 (9H, m).

Ejemplos 55-70

[0092] Los ejemplos 56-70 se sintetizan usando procedimientos analogos a los descritos para la sintesis del
Ejemplo 55.
[0093] En la Tabla 1 se muestran los compuestos de Férmula (1), como se describe en los Ejemplos 1-70.
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Tabla 1

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-de)

A
SENs =y

=

EM m/z 639,5 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 9,30 (1H,
s), 7,89 (1H, s), 7,72 (1H, d, J=4Hz), 7,36-7,26 (4H, m), 7,09 (1H,
d, J=4 Hz), 6,06 (1H, d, J=8 Hz), 4,60-0,41 (5H, m), 4,33-4,2|
(1H, m), 4,11-4,05 (1H, m) 3,82-3,65 (2H, m), 3,29-3,27 (2H, m),
2,86 (3H, s), 2,86-2,76 (2H, m), 2,46-2,36(1H, m), 2,15-2,07 (1H,
m), 1,75-1,68 (2H, m), 1,63-1,46 (2H, m), 1,46-1,31 (2H, m),
1,31-1,27 (3H, m).

NHa
o.-.-? N/—Q o
H
Q9
H
A AL~
Oa'g N/_'&(J ?

H

EM m/z 701,2 (M + 1); Calc. anal. para CasHa1 BrF1oNgO11S>
(3 TFA): C, 39,13; H 3,96; N, 8,21; Encontrado: C, 39,24; H,

4,25; N, 8,21; RMN "H (CDsCN, 400 MHz) & 9,99 (1H, s), 7,957
7,74 (2H, m), 7,74 (1H, d, J=4 Hz), 7,42-7.32 (3H, m), 7,11 (1H,
d, J=4Hz), 6,13 (1H, d, J=8,4 Hz), 4,59-4,35 (5H, m), 4,15-4,08
(1H, m), 4,15-4,02 (1H, m), 3,84-3,68 (2H, m), 3,31-3,28 (2H, m),
2,87-2,79 (5H, m), 2,45-2,38 (1H, m), 2,18-2,10 (1H, m), 1,760
1,69 (2H, m), 1,69-1,49 (2H, m), 1,49-1,39 (2H, m), 1,39-1,29
(3H, m).

A

8]
H:,c’

2 R

EM m/z 352 [(M + 1)/2]

A
Q QA

EM m/z 683,1 (M + 1); Calc. anal. para CzsHs1 BrFgNsO11S;
(3TFA): C, 39,81; H 4,13; N, 8,19; Encontrado: C, 40,48; H,

4,34: N, 8,46;: RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) 6 9,81 (1H, s), 7,92
7,77 (2H, m), 7,71 (1H, d, J=4Hz), 7,49 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,23
(2H, d, J=8Hz), 7,08 (1H, d, J=4Hz), 6,16-6,02 (1H, m), 4,550
4,43 (5H, m), 4,28(1H, s), 4,12-4,05 (1H, m), 3,80-3,69 (2H, m),
3,27-3,24 (2H, m), 2,84-2,70 (5H, m), 2,42-2,33 (1H, m), 2,11[]
2,03 (1H, m), 1,76-1,62 (2H, m), 1,62-1,46 (2H, m), 1,46-1,39
(2H, m), 1,38-1,18 (3H, m).

/—ﬁ o
H;C
Cl
! qu ?
o s'—:’.—Qo ™

EM m/z 673,2 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 10,07 (1H,
s), 7,72 (1H, d, J=4 Hz), 7,63-7,55 (2H, m), 7,52 (1H, d, J=2 Hz),
7,46 (2H, d, J=8 Hz), 7,37 (1H, dd, J=8 Hz, 2 Hz), 7,14 (1H, d,
J=4Hz), 5,88(1 H, d, J=9,2 Hz), 4,68-4,50 (4H, m), 4,46 (1H, t,
J=7,6 Hz), 4,38 (1H, s), 4,18-4,05 (1H,

m), 3,86-3,73 (2H, m), 3,31-3,28 (2H, m), 2,85-2,76 (5H, m),
2,50-2,43 (1H, m), 2,22-2,12 (1H, m), 1,81-1,66 (2H, m), 1,650
1,48 (2H, m), 1,48-1,39 (2H, m), 1,39-1,23 (3H, m).

23




ES 2358 857 T3

(continua)

Datos fisicos

Estructura EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-de)
F
e
N
Q
® i nﬁf“" EM m/z 657,2 (M + 1)
3 N S NH,
/*&' (8]
0-‘:9—". QO
Hy¢ H
CHy EM m/z 619,3 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 10.01 (1H,
i s), 7,73 (1H, d, J=4 Hz), 7,69-7,55 (2H, m), 7,17-7,24 (4H, m), 7,12
2 (1H, d J=4 Hz), 5,97 (1H, d, J=9,2 Hz), 4,56-4,40 (5H, m), 4,30
7 H\/(MNH (1H, s), 4,14-4,09 (1H, m), 3,82-3,70 (2H, m), 3,30-3,24 (2H, m),
. N N s N, 2,85-2,77 (5H, m), 2,43-2,34 (1H, m), 2,34 (3H, 2), 2,17-2,08 (1H,
i ~— O m), 1,79-1,71 (2H, m), 1,68-1,50 (2H, m), 1,50-1,39 (2H, m), 1,35(]
SN0 12,6 (3H, m).
HiC H
r@«CF,
g
8 n\/[;‘}_(m' EM m/z 672,7 (M + 1)
> N NH
[a] - ‘
o= ¢ % ©
HoC H
/O’c‘
N
Q
/ N
9 (j\rrn\/ﬂs)_q"” EM m/z 640,2 (M + 1)
- N NH
2~ o .
o=d_N o
Ho H
EM m/z 673,1 (M + 1); Calc. anal. para CssHaz Cl2FgNsO12S2(3
G /QCI TFA, 1 H20): C, 39,50; H, 4,19; N, 8,13; Encontrado: C, 39,54; H,
N y " 4,30; N, 7,89; RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 10,02 (1H, s), 7,70
3 i (1H, d, J=4Hz), 7,51 (2H, d, J=8Hz), 7,23 (1H, dd, J=8 Hz, 2 Hz),
10 (j\n(ﬁv['w 7,12 (1H, d, J=4Hz) 5,86-5,78 (1H, m), 4,59-4,39 (5H, m) 4,34
.. N L]

4,29 (1H, m), 4,13-4,02 (1H, m), 3,84-3,65 (2H, m), 3,34-3,23 (2H,
m), 2,88-2,76 (5H, m), 2,45-2,36 (1H, m), 2,7-2,07 (1H, m), 1,81
1,67 (2H, m), 1,67-1,46 (2H, m), 1,46-1,36 (2H, m), 1,36-1,24 (3H,
m).
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(continua)

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

11

EM m/z 695,3 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 9,82 (1H, s),
7,69 (1H, d, J=4 Hz), 7,53-7,45 (2H, m), 7,43-7,49 (9H, m), 7,10
(1H, d, J=4 Hz), 6,22-6,14 (1H, m); 5,06-4,87 (2H, m), 4,60-4,44
(5H, m), 4,32-4,18 (2H, m), 3,88-3,72 (2H, m), 3,35-3,24 (2H, m),
2,92-2,77 (2H, m), 2,45-2,34 (1H, m), 2,24-2,11 (1H, m), 1,86-1,51
(4H, m), 1,50-1,21 (5H, m).

EM m/z 689,2 (M + 1); RMN 'H (CDsCN,400 MHz) & 10,05 (1H, s),
7,86-7,81 (3H, m), 7,43 (1H, d, J = 4Hz), 7,43 (2H, d, J = 8Hz),
7,29 (2H, d, J = 8Hz), 7,11 (1H, d, J = 4 Hz), 6,13 (1H, d, J = 9,2
Hz), 4,61-4,43 (5H, m), 4,33(1H, s), 4,19-4,1 (1H, m), 3,86-3,70

12 (2H, m), 3,29-3,27)2H, m), 2,85 (3H, s), 2,89-2,80 (2H, m), 2,45
o ";_4\\ I NH2 | 236 (1H, m), 2,19-2,09(1H, m), 1,81-1,64 (2H, m), 1,64-1,50 (2H,
Oss-p O m), 1,50-1,43(2H, m),
Hol M 1,43-1,30 (3H).
;@'F EM m/z 641,2 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) 5 9,79 (1H, s),
H 7,80 (1H, s), 7,73 (1H, d, J=4 Hz), 7,67-7,52 (2H, m), 7,51-7,38
N d (1H, m), 7,12 (1H, d, J=4Hz), 7,02-6,93 (2H, m), 6,03 (1H, d, J=9,2
13 Q 5 i | H2), 4,62-4,48 (4H, m), 4,43 (1H, t, J = 7,6 Hz), 4,34 (1H, ), 4,15
ﬂﬁ—( 4,09 (1H, m), 3,86-3,82 (2H, m), 3,32-3,29 (2H, m), 2,86-2,80 (5H,
% P § WMz | m), 2,44-2,34 (1H, m), 2,19-2,10 (1H, m), 1,83-1,70 (2H, m), 1,700
i W 1,50 (2H, m),
H;Cﬁ N 1,50-1,34 (2H, m), 1,34-1,25 (3H, m).
F.
QBI’
NH (o
14 (j\rHIMNH EM m/z 703,1 (M + 1)
N N s
< NHQ
Q 7 ¢
O=5-N ©
Hy€ H
CI
/O’ EM m/z 639,2 (M + 1); RMN "H (CDsCN, 400 MHz) & 9,48 (1H, s),
8,15 (1H, s), 7,84 (1H, s), 7,62-7,59 (1H, m), 7,46-7,25 (6H, m),
15 6,05 (1H, d, J=8,8 Hz), 4,74-4,09 (5H, m), 4,32 (1H, m), 4,14-4,09

Osd_y

O
]
)

(1H, m), 3,87-3,70 (2H, m), 3,32-3,24 (2H, m), 2,91-2,78 (5H, m),
2,49-2,36 (1H, m), 2,16-2,08 (1H, m), 1,83-1,68 (2H, m), 1,67-1,51
(2H, m), 1,49-1,41 (2H, m), 1,38-1,29 (3H, m).
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(continua)

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

EM m/z 695,3 (M + 1); RMN "H (CDsCN, 400 MHz) 5 9,47 (1H, s),
8,12 (1H, s), 7,83 (1H, s), 7,70-7,67 (1H, m), 7,47 (1H, s), 7,407
7,25 (9H, m), 6,40 (1H, d, J=6,8 Hz), 5,03-4,76 (2H, m), 4,60-0,39

3,34-3,27 (2H, m), 2,86-2,79 (5H, m), 2,46-2,38 (1H, m), 2,14

16 . (5H, m), 4,32-4,18 (2H, m), 3,35-3,24 (2H, m), 2,91-2,75 (2H, m),
o | NHz | 248-2,38 (1H, m), 2,17-2,05 (1H, m), 1,81-1,52 (4H, m), 1,52-1,97
O}—N‘ o] (5H, m).
O H
Cl EM m/z 640,2 (M + 1); Calc. anal. para CasHs1 CIFgN7O011S2 (3
ﬂ TFA): C, 40,35; H, 4,21; N, 9,98; Encontrado: C, 40,39; H, 4,10; N,
Q 10,00; RMN 'H (CD3CN, 400 MHz) & 9,80 (1H, s), 8,43 (1H, s),
17 H\iMNH 8,17-7,80 (2H, m), 7,72-7,61 (1H, m), 7,40-7,12 (4H, m), 5,87 (1 H,
Y N A2y d, J=9,2 Hz), 4,64-4,43 (5H, m), 4,34-4,25 (1H, m), 4,14-4,05 (1H,
o %L & NHz | m), 3,86-3,70 (2H, m), 3,37-3,23 (2H, m), 2,90-2,77 (5H, m), 2,49
Oxt -N 0 2,38 (1H, m), 2,18-2,05 (1H, m), 1,81-1,67 (2H, m), 1,66-1,49 (2H,
H¢  H m), 1,49-1,37 (2H, m), 1,35-1,19 (3H, m).
F,
tf@.m
18 / H NH2 EM m/z 682,4 (M + 1)
. N B
() “',—& 0
O0s5-N ©
Ha¢ H
CI
H
N ( 3
19 (\%\ (]\rn\/@—{“*‘ EM m/z 637,2 (M + 1)
N
o NH
o~ o :
=S o
Hy¢ H
Br
N EM m/z 664,2 (M + 1); RMN 'H (CDsCN, 400 MHz) & 7,55-7,26
Q (8H, m), 6,03-5,91 (1H, m), 4,58-4,40 (3H, m), 4,39-4,23 (3H, m),
20 K 4,09-4,04 (3H, m), 3,84-3,70 (2H, m),
(s}

|
0=4—n o
Ho¢ H

2,06 (1H, m), 1,83-1,67 (2H, m), 1,67-1,48 (2H, m), 10,48-1,42
(2H, m), 1,42-1,25 (3H, m).

26




ES 2358 857 T3

(continua)

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

21

NH;

EM m/z (M + 1)

22

EM m/z 611,3 (M + 1); Calc. anal. para Cs4Hs2 FeNsO11S2 (2 TFA, 2
H20): C, 43,93; H, 5,99; N, 9,61; Encontrado: C, 43,80; H, 5,60; N,
9,17; RMN H (CDsCN, 400 MHz) & 9,34 (1H, s), 7,87-7,81 (2H,
m), 7,72 (1H, d, J=3,6 Hz), 7,60-7,34 (2H, m), 7,10 (1H, s, J=3,2
Hz), 6,07-5,98 (1H, m), 4,56-4,47 (2H, m), 4,37 (1H, t, J=7,6 Hz),
4,12-4,02 (2H, m), 3,79-3,61 (2H, m), 3,35-3,32 (2H, m), 3,27-3,18
(2H, m), 2,91-2,82 (5H, m), 2,36-2,26 (1H, m), 2,09-1,98 (1H, m),
1,84-1,81 (2H, m), 1,75-1,64 (6H, m), 1,58-1.10 (10H, m), 0,950
0,83 (2H, m).

23

EM m/z 661,3 (M + 1)

24

EM m/z (M+ 1)

25

EM m/z 683,2 (M + 1); RMN 'H (CDsCN 400 MHz) 5 10,19 (1H, s),
7,93 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,73 (1H, d, J=4Hz), 7,58 (2H, d, J=8,4
Hz), 7,52-7,40 (2H, m), 7,15 (1H, d, J=4Hz), 5,81-5,73 (1H, m),
4,74-4,61 (2H, m), 4,57 (2H, d, J=5,2 Hz), 4,46 (1H, t, J=7,6 Hz),
4,39-4,34 (1H, m), 4,15-4,06 (1H, m), 3,86-3,26 (2H, m), 3,35-3,26
(2H, m), 3,09 (3H, s), 2.89-2.77 (5H, m), 2.49-2.39 (1H, m), 2,220
2,11 (1 H, m), 1,82-1,70 (2H, m), 1,77-1,50 (2H, m), 1,50 (2H, m),
1,38-1,21 (3H, m).
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(continua)

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

26 EM m/z 638,2 (M + 1)
27 EM m/z (M + 1)
28 EMm/z (M + 1)
29 EM m/z (M + 1)
30 :; oI )™ | EMmizs682(M+1)
% N NH;
— o
Hic-N O
E
e
31 EM m/z 688,5 (M + 1)
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(continua)

Estructura

Datos fisicos

EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz

(DMSO-ds)

32

EM m/z 653,2 (M + 1)

33

EM m/z 687,3 (M + 1)

34

EM m/z 668,3 (M + 1)

35

EM m/z 659,3 (M + 1)

36

EM m/z 671,2 (M + 1)
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(continua)

Estructura

Datos fisicos

EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz

(DMSO-ds)

37

EM m/z 689,2 (M + 1)

38

EM m/z 689,2 (M + 1)

39

EM m/z 687,2 (M + 1)

40

EM m/z 721,3 (M + 1)

41

EM m/z 667,3 (M + 1)

30




ES 2358 857 T3

(continua)

Estructura

EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz

Datos fisicos

(DMSO-ds)

42

EM m/z 683,3 (M + 1)

43

EM m/z 737,3 (M + 1)

44

EM m/z 731,2 (M + 1)

45

EM m/z 667,3 (M + 1)

46

EM m/z 737,3 (M + 1)

31




ES 2358 857 T3

(continua)

Estructura

EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz

Datos fisicos

(DMSO-ds)

47 EM m/z 721,3 (M + 1)
01 / b (o] CFy
HC H
F
e
N
Q
48 ” EM m/z 687,3 (M + 1)
. N N
0 5
i N/_'&O o <
H
F
" C(D,e:
49 Q / N EM m/z 671,3 (M + 1)
~, N
0 b
ol /Y, ©
HC H
F
Br
H
Q
50 H EM miz 721,2 (M + 1)
o N " cl
Vs & Q C
o5 O '
HC H
F
Q/D,ar
H
N
51 ; EM miz 731,2 (M + 1)
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(continua)

Estructura

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

52 Zj\n,HﬂF EM m/z 705,3 (M + 1)
N
. N Cl
9 —{ o
O::g_N. O
HC H
F
o
N
<
53 Hﬂ EM m/z 701,3 (M + 1)
o ) N ct
0*-."%_“,—&0 o
H M
F
o
b
54 (]\,rH‘/Q\ EM m/z 701,3 (M + 1)
N
~ N <
o )
°*§-N,_§o 4
HC )
Cl
H /O—
" g EM m/z 659,2 (M + 1) RMN "H (CDCl3, 400 MHz) & 9,30 (1H, sa),
% 8,56 (1H, sa), 7,31 (1H, d, J=2Hz), 7,07-7,27 (6H, m), 5,88 (1H, d,
55 J=8,4 Hz), 4,26-4,57 (6H, m), 3,93-4,02 (1H, m), 3,77-3,86 (1H,
5 N m), 3,47-3,86 (1H, m), 3,21-3,34 (5H, m ) 2,74 (3H, s), 2,49-2,88
o:ig_,.,"_&o o] cl (4H, m), 2,17-2,36 (2H, m), 1,18-1,73 (9H, m).
H& H
Cl
4 /O’
!
56 qll'“‘/O\ EM m/z 625,2 (M + 1)
/—§‘ (]
°“-;E-N o
H H
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(continua)

Estructura

EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz

Datos fisicos

(DMSO-ds)

57

EM m/z 620,2 (M + 1)

58

EM m/z 620,2 (M + 1)

59

EM m/z 639,2 (M + 1)

60

EM m/z 598,2 (M + 1)

61

EM m/z 612,2 (M + 1)
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(continua)

Datos fisicos
EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-dg)

Estructura

62 EM m/z 654,3(M + 1)
O'jg—ﬂ [e] Ha
Me H
Cl
N
Q
63 H EM m/z 643,2 (M + 1)
., N
o ~—\ o F
SN O
Ma H
KO’ °
H
64 %H\’é EM m/z 687,2 (M + 1)
. N
0 —\ o F
0-,5-". 0
Me H
/O °
H
65 Q (j\'ru\/é EM m/z 669,2 (M + 1)
. N N
os! —N‘i—&o &)
Ma’s H
KO .
66 EM m/z 668,3 (M + 1)
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(continua)
Datos fisicos
Estructura EM (m/z), analisis elemental y RMN 'H 400 MHz
(DMSO-ds)
K@ =
H
N
Q
67 Q (j\,rn EM m/z 732,3 (M + 1)
Q %, i: P
o B
O=sn, © N %CH;,
Me H
Cl
H
Q
68 (j\n’n EM m/z 696,3 (M + 1)
- N
/—'&‘ o
0-‘-‘3—”‘ O Nihﬁo
/ H
Ma H
y /O,q
Q
69 (]\Irn EM m/z 704,2 (M + 1)
. N
o__ﬁ r"& o O=S.
‘)S—N\ [0} o NH:
Ma H
/UQ
H
N
Q
70 n EM m/z 655,3 (M + 1)
> N
/—Q.' o}
Dzﬁ_N‘ (o] OH
F4
Me H
Ensayos
[0094] La idoneidad de un inhibidor de proteasas activadoras de canales, como un inhibidor de prostasina,

para el tratamiento de una enfermedad mediada por la inhibicion de una proteasa activadora de canales puede
comprobarse determinando el efecto inhibitorio del inhibidor de proteasas activadoras de canales sobre: (1) la
proteasa activadora de canales nativa, aislada, purificada o recombinante, usando un formato de ensayo bioquimico
adecuado, usando el procedimiento descrito en Shipway y col.,, Biochemical and Biophysical Research
Communications 2004; 324(2):953-63; y/o (2) la funcion de canal de iones/transporte de iones en células aisladas
adecuadas o epitelios confluyentes, usando los procedimientos descritos en Bridges y col.; American Journal of
Physiology Lung Cell Molecular Physiology 2001; 281(1):L16-23 y Donaldson y col.; Journal of Biological Chemistry
2002; 277(10):8338-45.

Ensayos bioquimicos

[0095] La prostasina humana recombinante, la matriptasa y la prostasina de cobaya se generaron segun
procedimientos descritos en Shipway y col., Biochem. and Biophys. Res. Commun. 2004; 324(2):953-63. Las
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enzimas recombinantes se incuban en un tampén con electrolitos que contiene los compuestos del ensayo o el
vehiculo en una placa de ensayo de pocillos multiples apropiada, como una placa de 96 o 384 pocillos. En un
momento definido tras la mezcla de la enzima con el compuesto o vehiculo, se afiade un péptido fluorescente
adecuado a la mezcla del ensayo. Cuando el sustrato es escindido por la enzima activa, aumenta la fluorescencia
(determinada usando un lector de placas de fluorescencia adecuado) y puede cuantificarse la velocidad de recambio
del sustrato (es decir, actividad enzimatica) y, por tanto, el efecto inhibidor de cualquier compuesto del ensayo. La
eficacia de los compuestos del ensayo se expresa como la concentracidon que induce una atenuacién del 50% en la
actividad enzimatica (K;).

[0096] En general, los compuestos de la invencién pueden tener valores de K; de 0,1 nM a 5 uM. En algunos
ejemplos, los compuestos de la invencion pueden tener valores de K;de 0,1 nM a 500 nM; de 0,1 nM a 50 nM; de 0,1
nM a 5 nM o de 0,1 nM a 0,5 nM. En ejemplos especiales, los compuestos de la invencion pueden tener valores de
Ki de 0,1 nM a 0,5 nM; de 0,5 nM a 5 nM; de 5 nM a 50 nM; de 50 nM a 500 nM o de 500 nM a 5 pM. Aun en otros
ejemplos, los compuestos pueden tener valores de K; de menos de 0,1 mM y mas de 5 uM.

Transporte epitelial de iones

[0097] Las células del epitelio bronquial humano se cultivan segun los procedimientos descritos en Danahay
y col., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 2002; 282(2):L226-36. Cuando se diferencian de forma adecuada (dias
14-21 tras establecer una interfaz apical-aire), las células epiteliales se tratan con el vehiculo, aprotinina (200 pg/ml)
o el compuesto del ensayo durante 90 minutos. A continuacion, los epitelios se colocan en camaras como se
describe en Danahay y col, supra, manteniendo la concentracion de vehiculo, aprotinina o compuesto del ensayo en
el lado apical de los epitelios. A continuacién, se mide la corriente de cortocircuito (ISC) mediante el pinzamiento del
voltaje de los epitelios a cero milivoltios. La ISC sensible a amilorida se determina a continuacién mediante la adicion
de amilorida (10 yM) a la superficie apical de los epitelios. La potencia del compuesto del ensayo se expresa como
la concentracién que induce una inhibicién del 50% del componente sensible a la aprotinina total de la ISC sensible
a amilorida.

[0098] En general, los compuestos de la invencion pueden tener valores de ICsp de 1 nM a 10 uyM. En
algunos ejemplos, los compuestos de la invencién pueden tener valores de ICso de 1 nM a 1 uyM, o mas
particularmente, de 1 nM a 100 nM. Aun en otros ejemplos, los compuestos de la invencién pueden tener valores de
ICs0 de 100 nM a 1 uM o de 1 uM a 10 pM. Aun en otros ejemplos, los compuestos pueden tener valores de ICsp de
menos de 1 mM o mas de 10 uM.

Diferencia de potencial traqueal (in vivo)

[0099] Se anestesia a cobayas, usando anestesia por inhalacion a corto plazo, como halotano y N2O.
Mientras que estan bajos los efectos de la anestesia a corto plazo, se inserta una aguja con sonda oral en la traquea
a través de la via orofaringea. Una vez dentro de la traquea, se instila un pequefo volumen (50-200 pl) de vehiculo o
compuesto de ensayo, en un diluyente acuoso adecuado, dentro de las vias respiratorias. A continuacion, se deja
que los animales se recuperan y puedan caminar por completo. Alternativamente, pueden administrarse a los
animales compuestos del ensayo, usando un aerosol o una dosis de polvo seco. A un tiempo determinado tras la
dosis, los animales se anestesian quirdrgicamente usando un anestésico adecuado, como quetamina y xilacina.
Después se expone la traquea y se inserta un electrodo de plastico y puente de agar en la luz de la traquea.
También se inserta un electrodo de referencia en las capas de musculo del cuello del animal. A continuacién, se
determina la diferencia de potencial de la traquea, usando un voltimetro de alta impedancia adecuado como se
describe en Takahashi y col., Toxicol Appl Pharmacol. 1995; 131(1):31-6. La potencia del compuesto del ensayo se
expresa como la dosis que induce una reduccion del 50% en el componente sensible de la diferencia de potencial de
la traquea.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Formula (1):

&
Njﬁg NH(an)n#J—(R1 )x

(D

B

o sales farmaceutlcamente aceptables del mismo, donde

O-(CR2)p- -R% es un sustituyente en cualquier posicion del anillo A;

J es un anillo monociclico o carbociclico fusionado de 5-12 atomos, anillo heterociclico compuesto por N, O y/o S;
anillo arilo o heteroarilo, siempre que J no sea triazolilo;

B es

i

(Cﬁz)m
R*—Y—N %‘
H

0 (CRo)x-R%;
Y es un enlace -SO2-, -NHCO 0 —-0-(CO)-;
R' es halo, -(CR2)-NR°R’, -(CR2)-NRC(=NR)-NR°R’ ~(CRo)-C(=NR)- -NR°R’, -C(0)-(CR2)-NR°R’, -(CR2)-NR-SO2R’,
-(CR2)-NR-C(O)- R, (CRz) -SO:NR°R’ o -(CR2)- OR o un alcoxi Ci., alquno C1.s, alquenilo Czs o alquinilo Czs
opcnonalmente sustituido; o un anillo carbociclico, anillo heterocmhco arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido;
R®es alquilo C1., alquenllo Ca.6, alquinilo C,.6 0 —(CR2)-R
alternatlvamente NH-Y-R? juntos forman NHy;
R? R* y R® son |ndepend|entemente un anillo, carbociclico, anillo heterociclico, arilo o heteroarilo de 5-12 atomos
opmonalmente sustituidos; o R* es H, alquilo C+., alquenilo Cy., alquinilo Cz60

—CR=P E )

donde P es C o N y el anillo E junto con P forman un anillo monociclico o fusionado de 5-12 atomos opcionalmente
sustituido;

R®y R’ son independientemente H, alquilo C+.s, alquenilo Cz., alquinilo C,.60 -(CR2)-R>;

cada R es H, o alquilo C1., alquenilo C,.s 0 alquinilo Cys;

1 es 0-6;

k, m, ny p son independientemente 1-6;

x es 0-4;

siempre que R* sea plperldlnllo cuando NH-Y-R® juntos forman NHy; y

ademas siempre que R’ sea piperidinilo cuando B es (CRz)k-R5

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que J es tiofenilo, tiazolilo, fenilo, piridilo, indazolilo,
piperidinilo y pirrolidinilo.

3. El compuesto de la re|V|nd|caC|on 1 en el que R' es halo alquilo C1, CF3, OCFs3, fenilo, (CR2)|D
NRR’, (CRz) -C(=NR)-NR°R’, -C(O)-(CR2)-NR°R’, -(CR2)-NR-SO,R®, -(CR2)-NR-C(0)-R®, -(CR2)-SO.NR°R’ 0 —
CR2g| OR donde cada 1 es 0-1;y

R, Ry R’ son independientemente H o alquilo C1..
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4. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R’ es fenilo o ciclohexilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido con halo, SO- (alquilo C1.6) 0 un alquilo C1¢ 0 alcoxi C1.6 opcionalmente halogenado.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R*es un piperidinilo, ciclohexilo, fenilo

~3-CH o -§-CH NH
opcionalmente sustituido.
6. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que Y es un enlace, SO, u -O-(CO)-.
7. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto tiene la Férmula (2):
Q2
]
{(fﬂaip
o H
| Al

ol N~ (CRal— 3"
R-v- 0

H @

donde R? y J son independientemente un arilo de 6 atomos opcionalmente sustituido; R®es alquilo C1., alquenilo C,
6, alquinilo Cz6 0 -(CR2)|-R5; o NH-Y-R® juntos forman NHy; cada R en (CR3) es H o alquilo C16, y

m, n y p son independientemente 1-2,

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

8. El compuesto de la reivindicacion 7, en el que R? y J son independientemente un fenilo opcionalmente
sustituido.

9. El compuesto de la reivindicacion 7, en el que x es 1-3.

10. El compuesto de la reivindicacion 7, en el que Y es SO..

11. El compuesto de la reivindicacion 7, en el que R®es alquilo C1.6 0 un bencilo opcionalmente sustituido.

12. El compuesto de la reivindicacién 7, en el que R*es un piperidinilo opcionalmente sustituido.

13. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto se selecciona entre el grupo

compuesto por:

39



ES 2358 857 T3

H
Q Q H
oM 36
ReEN Y <

H H
N d N

i A NH 37 Q
Q' CA A :

40



W

ES 2358 857 T3

-N N l"x}..q"" 38 Q / 5

it
O"n’s_N

e W e H

Q Q_.f@’& R .Q;O’ Br
ol F%FHVQ—((""’ 7 Q Qﬁr”"@m

HS  H

o
zT
0
;-n
o

H
N
Q" 4
> Q.
. N HJ?—( . 3 o

Y NH 2 ) N 3
X E . 3 ! o

0*: —N, [¢] 0=§—N. ')

H3C He H

N o L Q

41



ES 2358 857 T3

45

Q
o =
a=4
H

46

NH
NHz

11

47

OCF;

42



ES 2358 857 T3

14 NH
A MM
—&

cl

i
Q y '
1 MNH
i5 H ke

N (0]
16 O\n'H ) W
N N S

43

48

49

o2



ES 2358 857 T3

o=l
H<d  H
,’O a
R
% A
o="§-Ni_&o 9 &
He H

- Q,. %nﬁ



24

26

ES 2358 857 T3

NH
o 3
o
HaC H
K'O.Cl
9
N H ] A NH
N N NH
o 2
HN O

I K'Q— “
o¥
58 NHa
Re¥Sen
O:.-“’:S?_Ndo o
H5C H

81 4

L8 Q)
ot Yo © -
He H

= Q\ n
9"'/’—zo

45



ES 2358 857 T3

KO ¢
N
Q
# (A M
(0]
o

(}c:
Q
20 Q AL =
Qv}—nﬁo ¢

/@,cn
Q
30 H\D_@:H a8
N —

% NH,

— o

] O

H

H;,C- )

46



ES 2358 857 T3

. Qi’*ﬂﬂ R
Clzg_ - Ocﬁ o - uim
H¢ H Ma M

Q
34 Q / n p
Soa " RO

o o

aH
A
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
5 14. El compuesto de la reivindicaciéon 1, en el que dicho compuesto se selecciona entre el grupo

compuesto por:

R {‘O'm ¥ b'm
| 3’\ {iﬁnv@—iﬁ: 3 (;}}%L,E}—e::

Hy Hg!
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

10 15. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto se selecciona entre el grupo
compuesto por:
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F g q{-@'
QGYL@’“ Qr%uv@’““*

HC
Ha
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
16. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto se selecciona entre el grupo

” w(%" (?93“ i

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

17. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto es

(:}_cf
Lna p: \"@,NH
21 ey T .
H°=" N;-;?\g

10
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
18. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto es
q I
a1
i
H

15 o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

19. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto es

A

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

20
20. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19.
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21. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-19 para la inhibicion de una proteasa
activadora de canales en una célula o sistema tisular, o en un mamifero, en el que dicha proteasa activadora de
canales es prostasina, PRSS22, TMPRSS11 (p.ej., TMPRSS11B o TMPRSS11E), TMPRSS2, TMPRSS3,
TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP-1), CAP2, CAP3, tripsina, catepsina A y elastasa de neutrofilos.

22. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-19 en la fabricacion de un
medicamento para tratar una afeccidén mediada por una proteasa activadora de canales en una célula o sistema
tisular, o en un mamifero, y opcionalmente, en combinaciéon con un segundo agente terapéutico, en el que dicha
proteasa activadora de canales es prostasina, PRSS22, TMPRSS11 (p.ej., TMPRSS11B o TMPRSS11E),
TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (MTSP-2), matriptasa (MTSP-1), CAP2, CAPS, tripsina, catepsina A y elastasa de
neutrofilos

23. El uso de la reivindicacion 22 en el que dicha afeccion esta asociada con el movimiento de liquidos a
través de los epitelios transportadores de iones o la acumulacién de moco y esputo en tejidos respiratorios, o una
combinacién de ambos.

24. El uso de la reivindicacion 22, en el que dicha afeccion es fibrosis quistica, disquinesia ciliar primaria,
carcinoma pulmonar, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma o una infeccién de las vias
respiratorias.

25. El uso de la reivindicacién 22, en el que dicho segundo agente terapéutico es un antiinflamatorio,
broncodilatador, antihistaminico, antitusivo, antibiético o ADNasa y se administra antes, simultdneamente o después
del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19.

26. El compuesto de la reivindicacién 21 o el uso de la 22, en el que dicha proteasa activadora de canales
es prostasina.

27. El compuesto de la reivindicacion 21 o el uso de la 22, en el que dicha célula o sistema tisular
comprende células epiteliales bronquiales.
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