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DESCRIPCION
Compuestos y su uso para el tratamiento de la deficiencia en alfa1-antitripsina
La invencién se refiere a determinados oxazoles y a su uso médico.

La aj-antitripsina (A1AT) es un miembro de la superfamilia de las serpinas que es producida por el higado y se
segrega hacia la sangre. Inhibe una diversidad de serina proteasas, en especial la neutréfilo elastasa. Cuando los
niveles sanguineos de A1AT son bajos, la excesiva actividad neutréfilo elastasa degrada el tejido pulmonar, lo que
provoca complicaciones respiratorias, tales como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

El intervalo de referencia de A1AT en sangre es 0,9-2,3 g/l. Unos niveles mas bajos que los mencionados son tipicos
de la deficiencia en as-antitripsina (A1AD o DAAT), un trastorno genético causado por mutaciones en el gen
SERPINA1, que codifica la A1AT. La mutacién Z, la causa més habitual de la DAAT, es la sustitucion de glutamato a
lisina en la posicién 366 de A1AT (UniProtkKB - P01009 (A1AT_HUMAN)), que corresponde a la posiciéon 342 en la
proteina madura (A1AT Z). La mutacion Z afecta al plegamiento de la A1AT, que tiene como consecuencia que sblo
una pequefia fraccion adquiere el estado nativo/activo. El resto se elimina en forma de proteina plegada
incorrectamente o se acumula en el higado en forma de polimeros estables. Como consecuencia del plegamiento
erréneo, los portadores homocigéticos de la mutacién Z (ZZ) tienen unos niveles plasméticos de A1AT que son un
10-15 % del nivel normal, lo que predispone a los portadores a padecer EPOC. La acumulacién de polimeros de
A1AT Z en las células hepéticas predispone a los portadores a padecer cirrosis, cancer de higado y otras patologias
hepaticas.

El tratamiento actual para la manifestacién pulmonar de la DAAT implica un tratamiento de reposicién con
concentrados de A1AT preparados a partir del plasma de donantes de sangre. La FDA (Administraciéon de Farmacos
y Alimentos) de EE. UU. ha aprobado el uso de cuatro productos de A1AT: Prolastin, Zemaira, Glassia y Aralast. La
administracién se realiza a través de una infusién intravenosa semanal. Se ha demostrado que el tratamiento de
reposicién frena la progresién de la EPOC. Las manifestaciones hepéticas de la DAAT (por ejemplo, cirrosis y
cancer) se tratan con esteroides y trasplante de higado. Los enfoques en la investigacidén de tratamientos mejorados
de las manifestaciones hepéticas incluyen la inhibicidn de la polimerizacién de A1AT Z y el aumento de la
eliminacién de los polimeros a través de la activacidén de la autofagia. Los enfoques en la investigacion de
tratamientos mejorados de las manifestaciones pulmonares y hepaticas se dirigen a la mejora del plegamiento y la
secrecion de A1AT Z.

Elliott et al. (Protein Science, 2000, 9, 1274-1281) han descrito una estructura cristalina por rayos X de la A1AT e
identificaron cinco cavidades que son dianas potenciales para el disefio fundamentado de farmacos para desarrollar
agentes que afectaran a la polimerizacién de A1AT Z.

Parfrey et al. (J. Biol. Chem., 2003, 278, 35, 33060-33066) también definieron una Unica cavidad que es una diana
potencial para el disefio fundamentado de farmacos para desarrollar agentes que afectaran a la polimerizacién de
A1AT Z.

Knaupp et al. (J. Mol. Biol.,, 2010, 396, 375-383) han demostrado que el bis-ANS (4,4’-dianilino-1,1’-binaftil-5,5-
disulfonato) puede unirse a A1AT Z, pero no a la A1AT de tipo salvaje (M), con una estequiometria 1:1 y una Ky de
700 nM.

Chang et al. (J. Cell. Mol. Med., 2009, 13, 8B, 2304-2316) han notificado una serie de péptidos, que incluyen Ac-
TTAI-NHo, que inhiben la polimerizacién de A1AT Z.

Burrows et al. (Proc. Nat. Acad. Sci,, 2000, 97, 4, 1796-1801) han demostrado que una serie de chaperonas no
selectivas, que incluyen el acido 4-fenilbutirico, glicerol y 6xido de trimetilamina, pueden aumentar los niveles de
A1AT Z en sobrenadantes de células y en modelos de ratén.

Bouchecareilh et al. (Journal of Biological Chemistry, 2012, 287, 45, 38265-38278) describen el uso de inhibidores
de la histona desacetilasa, en concreto SAHA (suberoilanilida del 4cido hidroxamico) para aumentar la secrecién de
A1AT My Z desde las células.

Berthelier et al. (PLOS ONE, 11 de mayo, 2015) demostraron que la S-(4-nitrobencil)-6-tioguanosina puede prevenir
la polimerizaciéon de A1AT Z in vitro.

Mallya et al. (J. Med. Chem., 2007, 50, 22, 5357-5363) describen una serie de fenoles, tales como N-(4-hidroxi-3,5-
dimetilfenil)-2,5-dimetiltiofen-3-sulfonamida, que pueden bloquear la polimerizacién de A1AT Z in vitro.

Huntington (XIlith International Symposium on Proteinases, Inhibitors and Biological Control, 23 de septiembre de
2012, y 7th International Symposium on Serpin Biology, Structure and Function, 1 de abril de 2014) analiza una
cavidad a partir de una estructura cristalina de rayos X de A1AT Z, que es una diana potencial para el disefio
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fundamentado de farmacos para desarrollar agentes que afectaran a la polimerizaciéon de A1AT Z.

El documento US8 436 013B2 divulga una amplia diversidad de estructuras capaces de aumentar la secrecién de
A1AT Z desde las células en el intervalo micromolar.

El documento W02019/243841A1 divulga compuestos de oxoindolin-4-carboxamida como moduladores de la alfa-1-
antitripsina y su uso en el tratamiento de enfermedades asociadas con la alfa-1-antitripsina.

El documento W02020/081257A1 divulga compuestos de acido pirroloindazolilpropanoico como moduladores de la
alfa-1-antitripsina.

El documento US2020/0361939A1 divulga otros compuestos de acido pirroloindazolilpropanoico como moduladores
de la alfa-1-antitripsina.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto de ozaxol de férmula (1):

()

en la que:

. R1y R2 son independientemente hidrégeno o grupos alquilo C4-Cg opcionalmente sustituidos,
. R1y R2 pueden fusionarse para formar un carbociclo,

. ZesNoCHYy

. Y esHuOH

en donde el compuesto de férmula (1) se selecciona de:

. 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-4(3H)-ona o
. 3-(4-(oxazol-2-il)bencil))quinazolin-4(3H)-ona o
. 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-2,4(1H,3H)-diona.

Los inventores han descubierto que los compuestos de la invencidn sorprendentemente han demostrado ser muy
eficaces para aumentar los niveles de A1AT Z correctamente plegada y, por tanto, activa, al mismo tiempo que no
afectan a la secrecién de la A1AT(M) de tipo salvaje ni de la variante Siiyama de la A1AT.

El compuesto de la invenciéon puede estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable o en una forma
cristalina.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal monoorgéanica o inorgéanica farmacéuticamente
aceptable del compuesto de la invencién. Esta puede incluir sales de adicién de acidos inorganicos, tales como
acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, sulfato, fosfato, difosfato y nitrato, o de acidos organicos, tales como sales
acetato, maleato, fumarato, tartrato, succinato, citrato, lactato, metanosulfonato, p-toluenosulfonato, palmoato y
estearato. Algunos ejemplos de sales también incluyen sales oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, bisulfato, fosfato
acido, isonicotinato, salicilato, citrato acido, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, gentisinato, gluconato,
glucuronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato, etanosulfonato y bencenosulfonato. Para obtener otros
ejemplos de sales farmacéuticamente aceptable, puede consultarse Gould (1986, Int. J. Pharm., 33: 201-217).

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende el
compuesto de la invencién como se describe en el presente documento y un excipiente o vehiculo farmacéutica o
terapéuticamente aceptable.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2980046 T3

La expresion "excipiente o vehiculo farmacéutica o terapéuticamente aceptable" se refiere a una carga sélida o
liquida, un diluyente o una sustancia encapsulante que no interfiere con la eficacia o la actividad biolégica de los
principios activos y que no es toxico para el receptor, que pueden ser seres humanos o animales, al que se
administra. En funcién de la via de administracién concreta, puede utilizarse una diversidad de vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como los conocidos en la técnica. Algunos ejemplos no limitantes incluyen
azucares, almidones, celulosa y sus derivados, malta, gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites
sintéticos, polioles, acido alginico, soluciones tamponadas con fosfato, emulgentes, solucién salina isoténica y agua
apirégena.

Se contemplan todos los modos adecuados de administracién de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, la
administracién del medicamento puede ser por via oral, subcutanea, intravenosa directa, infusién intravenosa lenta,
infusién intravenosa continua, analgesia controlada por el paciente intravenosa o epidural (ACPP y ACPPE),
intramuscular, intratecal, epidural, intracistemal, intraperitoneal, transdérmica, tépica, transmucosa, bucal, sublingual,
transmucosa, inhalacién, intranasal, intraauricular, intranasal, rectal u ocular. El medicamento puede formularse en
formas farmacéuticas unitarias discretas y puede prepararse mediante cualquiera de los procedimientos bien
conocidos en la técnica farmacéutica.

Se contemplan todas las formas farmacéuticas adecuadas. La administracién del medicamento puede realizarse, por
ejemplo, en forma de soluciones y suspensiones orales, comprimidos, capsulas, pastillas para chupar, comprimidos
efervescentes, peliculas transmucosas, supositorios, productos bucales, productos mucorretentores orales, cremas
tépicas, unglentos, geles, peliculas y parches, parches transdérmicos, formulaciones resistentes al consumo
inadecuado de medicamentos y disuasorias del consumo inadecuado de medicamentos, soluciones, suspensiones e
inyectables de liberacién prolongada estériles para un uso parenteral y similares, administrados en forma de
liberacién inmediata, liberacién prolongada, liberaciéon retardada, liberacién controlada, liberacién sostenida y
similares.

Otro aspecto de la invencién es el uso del compuesto de la invencién como se define en el presente documento en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o un trastorno.

Otro aspecto de la invencion es el compuesto de la invencion para su uso como inductor de la secrecién de A1AT Z.

También se proporciona el compuesto de la invencién como se define en el presente documento para su uso en el
tratamiento de una enfermedad o un trastorno.

En el presente documento se describe, pero no se reivindica, un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o
un trastorno, que comprende la etapa de administrar el compuesto o la composiciéon farmacéutica de la invencién
como se define en el presente documento a un paciente que lo necesite.

También se describe, pero no se reivindica, el uso de compuesto de la invencién como inductor de la secrecién de
A1AT Z. El uso puede ser en el tratamiento de una enfermedad o un trastorno. Ademés o como alternativa, el uso
puede ser in vitro, por ejemplo, en un ensayo in vitro. Una enfermedad o un trastorno adecuado para el tratamiento
de acuerdo con los aspectos importantes de la invencién es aquel que se caracteriza por unos niveles plasmaticos
bajos de A1AT, por ejemplo, DAAT.

El uso de un intervalo numérico en la presente descripcién pretende incluir de modo inequivoco en el alcance de la
invencién todos los nimeros enteros individuales dentro del intervalo y todas las combinaciones de numeros entre el
limite superior e inferior dentro del alcance mas amplio del intervalo dado.

Tal como se emplea en el presente documento, el término "comprende" significa comprende y consiste en. En
consecuencia, cuando la invencién se refiere a una "composicién farmacéutica que comprende como principio
activo”" un compuesto, esta terminologia pretende incluir composiciones en las que pueden estar presentes otros
principios activos y también composiciones que consisten Unicamente en un principio activo como se define.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos y las expresiones técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado que el que suelen entender los especialistas en el campo al que
pertenece la presente invencién.

A continuacién, se describirdn ejemplos no limitantes concretos de la presente invencién.

Parte experimental

Ejemplo 1: 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-4(3H)-ona

Se preparé la 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-4(3H)-ona utilizando el siguiente procedimiento de sintesis.
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0 Cs,CO5, DMF
ta,3 h | N

P

5 Se agitaron pirimidin-4(3H)-ona (500 mg, 5,2 mmol) y carbonato de cesio (5 g, 15,6 mmol) en dimetilformamida
(25 ml) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié 2-(4-(bromometil)fenil)oxazol (1,26 g, 5,3 mmol) y la
reaccion se agité durante 3 horas. La reaccién se diluy6é con agua y el precipitado amarillo resultante se recogié por
filtracién. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de silice, eluyendo con acetato de
etilo/hexano (del 5 % al 95 %) para obtener 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-4(3H)-ona.

10
m/z: 253,01 (calc. 253,09)
RMN de 'H (400 MHz, d6 DMSO) 5 8,69 (1H, s), 8,21 (1H, s), 7,94 (3H, m), 7,45 (2H, d), 7,37 (1H, d), 6,44
(1H, d), 5,11 (2H, s).

15

Ejemplo 2: 3-(4-(oxazol-2-il)bencil))quinazolin-4(3H)-ona

Br
N
o
OJ
0
O C82C03, DMF
ta,3 h N

N ol
N )
20 O %
Se preparo6 la 3-(4-(oxazol-2-il)bencil))quinazolin-4(3H)-ona de forma similar utilizando quinazolin-4(3H)-ona en lugar
de pirimidin-4(3H)-ona.
25 m/z: 303,07 (calc. 303,10)

RMN de "H (400 MHz, d6 DMSO) & 8,61 (1H, s), 8,20 (1H, s), 8,15 (1H, d), 7,94 (2H, d), 7,82 (1H, m), 7,70
(1H, d), 7,56 (1H, m), 7,50 (2H, d), 7,36 (1H, s), 5,26 (2H, s).

30 Ejemplo 3: 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-2,4(1H,3H)-diona

Br

5
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Cs,CO3, DMF
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ELNH ta,3 h | N
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Se prepard la 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-2,4(1H,3H)-diona de forma similar utilizando uracilo en lugar de
pirimidin-4(3H)-ona.

m/z: 269,13 (calc. 269,08)

RMN de "H (400 MHz, d6 DMSO) & 8,20 (1H, s), 7,91 (2H, d), 7,50 (1H, m), 7,39 (2H, d), 7,36 (1H, s), 5,60
(1H, d), 4,98 (2H, s).

Ejemplo 4: Actividad de los compuestos de la invencion en un ensayo de secrecion celular de A1AT usando
células HEK-Z

Procedimientos

Se cultivaron células HEK-Z, una linea de células renales embrionarias humanas transfectadas de forma estable con
el gen A1AT Z humano, en placas de 96 pocillos (3,0 x 10° células/ml con 200 ul de medio/pocillo) durante la noche
a 37 °C en una atmésfera humidificada que contenia 5 % de COo,. Tras la incubacién, las células se lavaron con 200
Ml de medio sin suero tres veces y el medio se reemplazé por tratamientos por cuadruplicado empleando medio sin
suero que contenia vehiculo, acido suberanilohidroxamico (SAHA) 10 gM o un compuesto de la invencién (a
concentraciones de 10, 33, 100 y 333 nM) durante 48 h en una estufa de incubacién a 37 °C en un volumen final de
200 pl. Al final de la etapa de incubacién, los sobrenadantes se retiraron de los pocillos, se centrifugaron a 1000 x g
a 4 °C durante 10 min y se ensayaron para determinar los niveles de A1AT humana mediante ELISA (equipo de
ELISA dual de serpina humana A1/as-antitripsina, R&D Systems, DY1268) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Brevemente, una placa de 96 pocillos se recubrié con anticuerpo de captura de A1AT humana durante la noche a
temperatura ambiente (dilucién 1:180 a partir de la disolucién madre, 100 pl de volumen final/pocillo). A continuacién,
el anticuerpo de captura se retir6 y los pocillos se lavaron tres veces con 300 pl de tampén de lavado (Tween 20 al
0,05 % en PBS) y, a continuacién, se incubaron con 200 pl de diluyente de reactivo (Tween 20 al 25 % en PBS) en
cada pocillo durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadieron las muestras diluidas, los patrones
(ATAT 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 y 8000 pg/ml) o los blancos a cada pocillo por duplicado y las placas se
cubrieron con un sellador de placas y se dejaron a temperatura ambiente durante 2 h. Al final de la etapa de
incubacién de las muestras, éstas se retiraron y todos los pocillos se lavaron como se ha indicado previamente y se
afladieron 100 pl de anticuerpo de deteccidn (dilucién 1:180 a partir de la disolucién madre) a cada pocillo y se
incub6 durante 2 h més a temperatura ambiente. Tras la incubacién con el anticuerpo de deteccién, se retiré el
sobrenadante y los pocillos se lavaron como se ha indicado previamente y se afiadieron 100 pl de disolucién de
estreptavidina-HRP (dilucién 1:200 a partir de la disolucién madre) a cada pocillo durante 20 min en la oscuridad.
Después de esto, se afiadieron 50 ul de la disolucién de interrupcion (H>SO4 2 M) y se ley6 la densidad 6ptica (DO)
de cada pocillo a 450 nm, restdndose 570 nm de blanco de cada pocillo utilizando un lector de microplacas. Se
construyd una curva logistica de 4 pardmetros utilizando GraphPad Prism 7 y se determinaron las concentraciones
de A1AT en cada muestra por interpolaciéon a partir de una curva patrén y multiplicando por el factor de dilucién
adecuado.

Resultados

Los datos en la tabla 1 demuestran que los compuestos de los ejemplos 1 a 3 aumentan la secrecién de A1AT Z
desde las células HEK-Z a 33 nM.

Tabla 1
Ejemplo Mediana del % de incremento de A1AT
frente al vehiculo a 300 nM
1 180
2 140
3 180
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de féormula (1):

(1)
en la que:
* R1 y R2 son independientemente hidrégeno o grupos alquilo C4-Cgs opcionalmente sustituidos,
* R1y Ro pueden fusionarse para formar un carbociclo,
*ZesNoCHy
*YesHuOH
en donde el compuesto de férmula (1) se selecciona de:
* 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-4(3H)-ona o
*» 3-(4-(oxazol-2-il)bencil))quinazolin-4(3H)-ona o

* 3-(4-(oxazol-2-il)bencil)pirimidin-2,4(1H,3H)-diona.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en forma de una sal farmacéuticamente aceptable o en una

forma cristalina.

3. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1

0 2 y un excipiente o vehiculo farmacéutica o terapéuticamente aceptable.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para su uso en el tratamiento de una

enfermedad o un trastorno.

5. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la enfermedad o el trastorno es la

deficiencia en aj-antitripsina (DAAT).
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