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DESCRIPCION

Bloqueadores de los canales de sodio heterosustituidos.

La presente invencion se refiere a bloqueadores de los canales de sodio. La presente invencién también incluye una
variedad de usos de estos bloqueadores de los canales de sodio inventivos.

Las superficies mucosas en la superficie de separacién entre el entorno y el cuerpo han desarrollado varias “de-
fensas innatas”, es decir, mecanismos protectores. Una forma principal de tales defensas innatas es para limpiar estas
superficies con liquido. Normalmente, la cantidad de la capa liquida sobre una superficie mucosa refleja el equilibrio
entre la secrecion de liquido epitelial, que frecuentemente refleja la secreciéon de aniones (Cl~ y/o HCO;™) acoplada
a agua (y un contraién catiénico), y la absorcién de liquido epitelial, que frecuentemente refleja la absorcién de Na*
acoplada a agua y a contra-anién (Cl~ y/o HCO;™). Muchas enfermedades de las superficies mucosas se producen por
demasiado poco liquido protector sobre esas superficies mucosas creado por un desequilibrio entre la secrecion (de-
masiado poca) y la absorcidn (relativamente grande). Los defectuosos procesos de transporte de sales que caracterizan
estas disfunciones mucosas residen en la capa epitelial de la superficie mucosa.

Una solucién para reponer la capa de liquido protector sobre superficies mucosas es “reequilibrar” el sistema
bloqueando el canal de Na* y la absorcién de liquido. La proteina epitelial que actia de mediadora en la etapa limitante
de la velocidad de absorcion de Na* y de liquido es el canal de Na* epitelial (ENaC). El ENaC esta localizado sobre la
superficie apical del epitelio, es decir, la superficie de separacién superficie mucosa-entorno. Por tanto, para inhibir la
absorcion de Na* y de liquido mediada por ENaC debe liberarse un bloqueador de ENaC de la clase de las amiloridas
(que bloquea a partir del dominio extracelular de ENaC) a la superficie mucosa y, lo que es mas importante, mantenerse
en ese sitio para lograr utilidad terapéutica. La presente invencion describe enfermedades caracterizadas por demasiado
poco liquido sobre las superficies mucosas y bloqueadores “topicos” de los canales de sodio disefiados para presentar
el aumento de potencia, reduccion de la absorcién mucosa y lenta disociacién (“desvinculacién” o desprendimiento)
del ENaC requerido para la terapia de estas enfermedades.

La bronquitis crénica (BC), que incluye la forma genética letal mds comun de la bronquitis crénica, la fibro-
sis quistica (FQ), son enfermedades que reflejan la insuficiencia corporal para limpiar normalmente la mucosidad
de los pulmones, que a la larga produce infeccién crénica de las vias respiratorias. En el pulmén normal, la defen-
sa principal contra la infeccién crénica de las vias respiratorias intrapulmonares (bronquitis crénica) se logra por la
continua limpieza de la mucosidad de las superficies de las vias respiratorias bronquiales. Esta funcién en la salud
elimina eficazmente del pulmdn toxinas y patdgenos posiblemente perjudiciales. Datos recientes indican que el pro-
blema inicial, es decir, el “defecto bdsico” en tanto la BC como la FQ, es la falta de limpieza de la mucosidad de
las superficies de las vias respiratorias. La falta de limpieza de la mucosidad se refleja en un desequilibrio entre la
cantidad de liquido y mucina sobre las superficies de las vias respiratorias. Este “liquido de la superficie de las vias
respiratorias” (LSVR) estd compuesto principalmente por sal y agua en proporciones similares al plasma (es decir,
isoténico). Las macromoléculas de mucina se organizan en una “capa de mucosidad” bien definida que normalmente
atrapa bacterias inhaladas y es transportada fuera del pulmén mediante las acciones de cilios que se baten en una
disolucién acuosa de baja viscosidad llamada el “liquido periciliar” (LPC). En el estado de enfermedad hay un de-
sequilibrio en las cantidades de mucosidad como LSVR sobre las superficies de las vias respiratorias. Esto resulta
en una reduccion relativa en el LSVR que lleva a una concentracién de mucosidad, reduccién de la actividad lubri-
cante del LPC, y una falta de limpieza de la mucosidad mediante la actividad ciliar hasta la boca. La reduccioén de
la limpieza mecdnica de la mucosidad de los pulmones lleva a una colonizacién bacteriana crénica de la mucosidad
adherente a las superficies de las vias respiratorias. La retencién crénica de bacterias, la falta de sustancias antimi-
crobianas locales para destruir las bacterias atrapadas por la mucosidad en una base crénica y las consiguientes res-
puestas inflamatorias crénicas del cuerpo a este tipo de infeccion superficial son las que conducen a los sindromes de
BCy FQ.

La poblacion real aquejada de bronquitis crénica en los EE.UU. es de 12.000.000 pacientes con la forma adquirida
(principalmente a partir de la exposicién al humo del tabaco) y aproximadamente 30.000 pacientes con la forma
genética, la fibrosis quistica. En Europa estan presentes niimeros aproximadamente iguales de ambas poblaciones. En
Asia hay poca FQ, pero la incidencia de la BC es elevada y, al igual que en el resto del mundo, estd aumentando.

Actualmente existe una gran necesidad médica sin satisfacer de productos que traten especificamente la BC y la
FQ al nivel del defecto basico que produce estas enfermedades. Las terapias actuales para la bronquitis crénica y
la fibrosis quistica se basan en tratar los sintomas y/o los efectos tardios de estas enfermedades. Por tanto, para la
bronquitis crénica, los S-agonistas, los esteroides inhalados, los agentes anticolinérgicos y las teofilinas orales y los
inhibidores de la fosfodiesterasa estdn todos en desarrollo. Sin embargo, ninguno de estos fadrmacos trata eficazmente el
problema fundamental de la falta de limpieza de la mucosidad del pulmén. Similarmente, en la fibrosis quistica se usa
el mismo espectro de agentes farmacoldgicos. Estas estrategias se han complementado con estrategias mds recientes
disefiadas para limpiar el pulmén con FQ del ADN (“Pulmozyme”’; Genentech) que ha sido depositado en el pulmén
por neutréfilos que han intentado indtilmente destruir las bacterias que crecen en las masas de mucosidad adherente
y con el uso de antibidticos inhalados (“TOBI”) disefiados para aumentar los propios mecanismos de destruccion de
los pulmones para librar de bacterias las placas de mucosidad adherente. Un principio general del cuerpo es que si la
lesién inicial no se trata, en este caso la retencion/obstruccion de mucosidad, las infecciones bacterianas se vuelven
crénicas y cada vez mds resistentes a la terapia antimicrobiana. Por tanto, una necesidad terapéutica sin satisfacer muy

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

importante para enfermedades pulmonares tanto de BC como de FQ es un medio eficaz para rehidratar la mucosidad
de las vias respiratorias (es decir, restaurar/expandir el volumen del LSVR) y promover la limpieza, con bacterias, del
pulmén.

R.C. Boucher, en el documento U.S. 6.264.975, describe el uso de bloqueadores de los canales de sodio de pira-
zinoilguanidina para hidratar las superficies mucosas. Estos compuestos, tipificados por los diuréticos muy conocidos
amilorida, benzamil y fenamil, son eficaces. Sin embargo, estos compuestos se ven afectados por la significativa des-
ventaja de que (1) son relativamente poco potentes, que es importante debido a que la masa de farmaco que puede ser
inhalada por el pulmén estd limitada; (2) se absorben rdpidamente, lo que limita la semivida del farmaco sobre la su-
perficie mucosa; y (3) pueden disociarse libremente a partir del ENaC. La suma de estas desventajas personificada en
estos diuréticos muy conocidos produce compuestos con potencia insuficiente y/o semivida eficaz sobre las superficies
mucosas que tienen beneficio terapéutico para hidratar las superficies mucosas.

Claramente, lo que se necesita son firmacos que sean mas eficaces en la restauracion de la limpieza de la mucosidad
de los pulmones de pacientes con BC/FQ. El valor de estas nuevas terapias se reflejard en mejoras en la calidad y la
duracién de vida de poblaciones tanto con FQ como con BC.

Otras superficies mucosas en y sobre el cuerpo presentan ligeras diferencias en la fisiologia normal de los liquidos
superficiales protectores sobre sus superficies, pero la patofisiologia de la enfermedad refleja un tema comdiin, es decir,
demasiado poco liquido superficial protector. Por ejemplo, en la xerostomia (sequedad de boca), la cavidad bucal se
agota de liquido debido a un fallo de las gldndulas sublingual parétida y submandibular para segregar liquido a pesar
de la continuada absorcién de liquido que actda de mediadora en el transporte de Na* (ENaC) de la cavidad bucal.
Similarmente, la queratoconjuntivitis seca (sequedad ocular) se produce por un fallo de las glandulas lagrimales para
segregar liquido en la cara de la absorcién continuada de liquido dependiente de Na* sobre las superficies conjuntivas.
En la rinosinusitis hay un desequilibrio, como en la BC, entre la secrecién de mucina y el agotamiento relativo del
LSVR. Finalmente, en el tubo gastrointestinal, la falta de secrecién de C1~ (y liquido) en el intestino delgado proximal,
combinada con el aumento de la absorcién de Na* (y liquido) en el ileon terminal, lleva al sindrome de obstruccién
intestinal distal (SOID). En pacientes mayores, una absorcién (y volumen) excesiva(o) de Na* en el colon descendente
produce estrefiimiento y diverticulitis.

Cincuenta millones de estadounidenses y cientos de millones de otros ciudadanos alrededor del mundo padecen
hipertension arterial y las secuelas posteriores que llevan a insuficiencia cardiaca congestiva y a un aumento de la
mortalidad. Es la principal causal de mortalidad de los paises industrializados y alli existe la necesidad de nuevos
medicamentos para tratar estas enfermedades. Por tanto, ademds, algunos de los novedosos bloqueadores de los ca-
nales de sodio de esta invencién pueden disefiarse para elegir como diana el rifién y, como tales, pueden usarse como
diuréticos para el tratamiento de hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y otras enfermedades cardio-
vasculares. Estos nuevos agentes pueden usarse solos o en combinacién con beta-bloqueadores, inhibidores de ACE,
inhibidores de la HMGCoA reductasa, bloqueadores de los canales de calcio y otros agentes cardiovasculares.

El documento US-3.313.813 Al desvela (3-amino-6,6-disustituido-pirazinoil)-guanidinas y representa los antece-
dentes generales de la invencion.

El documento US-6.475.509 B1 desvela conjugados de bloqueadores de los canales de sodio que representan los
antecedentes generales de las reivindicaciones de la invencién.

El documento WO 03/070182 A2 se publicé después de la fecha de prioridad reivindicada en la presente solicitud
y, por tanto, s6lo se contrapone a la novedad de la invencién tal como se reivindica.

Este documento desvela bloqueadores de los canales de sodio que son diferentes de los reivindicados en la presente
solicitud.

El documento WO 03/07184 A2 desvela bloqueadores de los canales de sodio y representa los antecedentes gene-
rales de la invencién desvelada en este documento.

Un objeto de la presente invencidén es proporcionar compuestos que son mas potentes y/o se absorben menos
rdpidamente por las superficies mucosas, y/o son menos reversibles con respecto a compuestos conocidos.

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar compuestos que son mds potentes y/o se absorben menos
rdpidamente y/o presentan menos reversibilidad, con respecto a compuestos tales como amilorida, benzamil y fenamil.
Por tanto, los compuestos dardn una semivida farmacodindmica prolongada sobre superficies mucosas con respecto a
compuestos conocidos.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos que (1) se absorben menos rdpidamente por
las superficies mucosas, especialmente superficies de las vias respiratorias, con respecto a compuestos conocidos y;
(2) cuando son absorbidos por las superficies mucosas después de la administracién a las superficies mucosas, se
convierten in vivo en derivados metabdlicos de los mismos que tienen eficacia reducida en el bloqueo de canales de
sodio con respecto al compuesto original administrado.
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Otro objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos que son mds potentes y/o se absorben menos
rdpidamente y/o presentan menos reversibilidad, con respecto a compuestos tales como amilorida, benzamil y fena-
mil. Por tanto, tales compuestos dardn una semivida farmacodindmica prolongada sobre las superficies mucosas con
respecto a los compuestos previos.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar compuestos que eligen como diana el rifién para uso en el
tratamiento de enfermedad cardiovascular.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar el uso de los compuestos anteriormente descritos en la prepa-
racién de composiciones farmacéuticas.

En particular, el objeto de la presente invencion es proporcionar el uso de los compuestos descritos anteriormente
en la preparacion de composiciones farmacéuticas para tratar enfermedades en las que es necesaria la rehidratacién de
las superficies mucosas.

En particular, un objeto de la presente invencién es proporcionar el uso de los compuestos descritos anteriormente
en la preparacion de composiciones farmacéuticas para tratar enfermedad cardiovascular.

Los objetos de la presente invencion pueden llevarse a cabo con una clase de compuestos de pirazinoilguanidina
representados por la férmula (I):

x o 1 N g3
6 )
N\2 N=C—-N/ M
5|l N
= R

Y~ N7 3UNHR?

en la que

X es hidrégeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo inferior, fenilo sin sustituir o sustituido, alquil inferior-tio, fenil-
alquil inferior-tio, alquil inferior-sulfonilo, o fenil-alquil inferior-sulfonilo;

Y es hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi inferior, alquil inferior-tio, halégeno, alquilo inferior, arilo mononu-
clear sin sustituir o sustituido, o -N(R?),;

R! es hidrégeno o alquilo inferior;

cada R? es, independientemente, -R’, -(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR'R!'?, -(CH,),(CHOR?®)(CHOR?),-CH,ORS,
-(CH,CH,0),,-R®, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR’R", -(CH,),-C(=O)NR'R", -(CH,),-Z,-R’, -(CH,),,-NR!°-CH,
(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?, -(CH,),-CO,R’, 0

R7
——(CH:).,—C} Rl

en el que cuando dos grupos -CH,OR® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

R? y R* son cada uno, independientemente, hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), alquilo inferior,
hidroxialquilo inferior, fenilo, fenil-alquilo inferior, (halofenil)-alquilo inferior, (alquilfenilalquilo) inferior, (alco-
xi inferior-fenil)-alquilo inferior, naftilalquilo inferior, o piridilalquilo inferior, con la condicién de que al menos
uno de R* y R* sea un grupo representado por la férmula (A):

Q=Q_F’
— (CRM))e— %= (CR Y)p— <\Q/ )
Q-Q ™ RrH),
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en la que

cada R" es, independientemente, -R’, -(CH,),-OR®, -O-(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR’R'’, -O-(CH,),,-NR'R',
-(CH,),(CHOR?®)(CHOR?),-CH,00R®, -O-(CH,),,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?, -(CH,CH,0),-R%, -O-
(CH,CH,0),,-R¥, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R", -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R", -(CH,),-C(=O)NR'R",
~0-(CH,),,-C(=0)NRR, -(CH,),-(Z),-R", -O-(CH,),-(Z),-R", -(CH,),-NR*-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?,
-0-(CH,)n-NR"-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,0OR?, -(CH,),-CO,R’, -O-(CH,),.-CO,R’, -OSO,H, -O-glucuréni-
do, -O-glucosa,

R7
o o_ R’
._O_((CHZ)_K/\OF R7’ Y _(CHZ)n‘—ic?<R7 3

en el que cuando dos grupos -CH,OR® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

cada o es, independientemente, un nimero entero de 0 a 10;

cada p es un nimero entero de 0 a 10;

con la condicién de que la suma de o y p en cada cadena contigua sea de 1 a 10;

cada x es, independientemente, O, NR!°, C(=0), CHOH, C(=N-R'%), CHNR’R'®, o representa un enlace sencillo;

cada R’ es, independientemente, -(CH,),-NR?R'?, -O-(CH,),-NR"?R'?, -O-(CH,),-NR"?R!?, -O-(CH,),,-
(Z),R", -(CH,),NR"R", -O-(CH,),NR'"R"!, -(CH,),-N°-(R"");, -O-(CH,),,-N®-(R")3, -(CH,),~(Z),-(CH,),-
NR%OR“), -O-(CHy)~(Z),-(CH,),-NR'R", -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'*R", -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"*R"?,
-(CH,),-(C=0)NR"’R"?, -O-(CH,),-(C=0)NR"R", -O-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR"-(Z)g-R'%, -(CH,),-
(CHOR®),,CH,-NR"-(Z),-R", -(CH,),NR'"*-O(CH,),,(CHOR?®),CH,NR"-(Z),-R"°, -O(CH,),-NR"-(CH,),,
-(CHOR?®),CH,NR"-(Z),-R", -(Het)-(CH,),,-OR®, -(Het)-(CH,),,-NR’R", -(Het)-(CH,),,(CHOR®*)(CHOR?®),-
CH,OR®, -(Het)-(CH,CH,0),,-R?, -(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R", -(Het)-(CH,),,-C(=0)NR'R'’, -(Het)-
(CH,)-(Z)g-R7, -(Het)-(CH,),,-NR'"-CH,(CHOR?®)(CHOR?),-CH,0R?, -(Het)-(CH,),,-CO,R’, -(Het)-(CH,),,
-NR"R", -(Het)-(CH,),-NR"”R"?, -(Het)-(CH,),-(Z);R"*, -(Het)-(CH,),NR"R", -(Het)-(CH,),-N®-(R")s,
-(Het)-(CH,) -(2),-(CH,),,-NR'"R"’,  -(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"?R", -(Het)-(CH,),,-(C=O)NR"*R'?,
-(Het)-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR"*-(Z),-R"°, -(Het)-(CH,),,-NR'°-(CH,),,-(CHOR®),CH,NR'’-(Z),-R'’, en el
que cuando dos grupos -CH,OR?® estén localizados 1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R® pueden
unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico,

-(CH,),(CHOR®)(CHORy),-CH,0RS, con la condicion de que dos grupos -CH,ORS3 estén localizados 1,2- 0 1,3- el
uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-0-(CH,),,(CHOR?®)(CHOR?),-CH,OR®, con la condicién de que dos grupos -CH,OR?® estén localizados 1,2- o
1,3- el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o
disustituido ciclico,

-(CH,),-NR!°-CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?, con la condicién de que dos grupos -CH,OR? estén localizados
1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono
o disustituido ciclico, o

-0-(CH,),,-NR'°-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),,-CH,OR?, con la condicién de que dos grupos -CH,OR?® estén localiza-
dos 1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano
mono o disustituido ciclico;

cada R® es, independientemente, -R®, -R7, -OR8, -N(R"),, -(CH,),,-OR®, -O-(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR'R',
-O-(CH,),,-NR'R", -(CH,),(CHOR®)(CHOR?),-CH,0OR?, -O-(CH,),,(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CH,CH,
0),,-R8, -O-(CH,CH,0),,-R?, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR’R'’, -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NRR'’, -(CH,),-C(=0)
NR'R', -O-(CH,),,-C(=0)NR'R®, ~(CH,),~(Z)s-R", ~O-(CH,)-(Z),-R’, -(CH,),-NR*-CH,(CHOR®)(CHOR®), -
CH,OR8, -O-(CH,),,-NR'°-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR8, -(CH,),-CO,R’, -O-(CH,),,-CO,R’, -OSO;H, -O-
glucurénido, -O-glucosa,
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o R’ , LY
—o—((CHz)—)ﬁ/\OILR 0 —(CHz)n—QX &
; o

en el que cuando dos R® son -OR!! y estédn localizados adyacentes el uno al otro sobre un anillo fenilo, los restos
alquilo de los dos R® puede unirse juntos para formar un grupo metilendioxi y

en el que cuando dos grupos -CH,OR® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

cada R’ es, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

cada R?® es, independientemente, hidrégeno, alquilo inferior, -C(=0)-R!!, glucurénido, 2-tetrahidropiranilo, o

o ORrR!
OCOR!!
(o) OCOR!!

COR!!

cada R’ es, independientemente, -CO,R’, -CON(R"),, -SO,CHj; o -C(=O)R’;

~

cada R es, independientemente, -H, -SO,CHj;, -CO,R’, -C(=O)NR’R?, -C(=0)R’ o -CH,-(CHOH),-CH,OH;
cada Z es, independientemente, CHOH, C(=0), CHNR'R'?, C=NR!? 0 NR!?;

cada R!! es, independientemente, alquilo inferior;

cada R'? es, independientemente, -SO,CHj;, -CO,R’, -C(=0)NR’R’, -C(=0)R’ o -CH,-(CHOH),-CH,OH,;
cada Het es, independientemente, -NR7, -NR'?, -S-, -SO- 0 -SO,-;

cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6;

cada m es, independientemente, un nimero entero de 1 a 7;

cada n es, independientemente, un nimero entero de 0 a 7;

cada Q es, independientemente, C-R3, C-R® 0 un dtomo de nitrégeno, en la que

como maximo tres Q en un anillo son 4tomos de nitrégeno;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, e incluidos todos los enantiomeros, diaestereémeros y mezclas
racémicas de los mismos.

La presente también proporciona composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto descrito anteriormen-
te.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicion farmacéutica para promover la hidratacién de superficies mucosas.
También se desvela que la composicién farmacéutica se aplica sobre la superficie mucosa.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicion farmacéutica para restaurar la defensa mucosa. También se desvela
que la composicién farmacéutica se aplica topicamente a la superficie mucosa.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para bloquear ENaC poniendo en contacto los canales
de sodio con esta composicién farmacéutica.
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La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la fér-
mula (I) en la preparacién de una composicion farmacéutica para promover la limpieza de la mucosidad en superficies
mucosas. También se desvela que esta composicidn farmacéutica se aplica sobre la superficie mucosa.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar bronquitis crénica.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicidon farmacéutica para tratar fibrosis quistica.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar rinosinusitis.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar deshidratacién nasal. También se desvela
que la composicién farmacéutica se introduce en las fosas nasales.

También se desvela que la deshidratacién nasal se provoca administrando oxigeno seco al sujeto.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de un medicamento para tratar sinusitis.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparaciéon de una composicioén farmacéutica para tratar neumonia.

La presente invencion también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la f6r-
mula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para prevenir neumonia inducida por respirador. También
se desvela que la composicion farmacéutica se aplica por medio de un respirador.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar asma.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicidn farmacéutica para tratar disquinesia ciliar primaria.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar otitis media.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicion farmacéutica para inducir esputo. En particular, el esputo se induce
para fines diagnésticos.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de un medicamento para tratar enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicidn farmacéutica para tratar enfisema.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar sequedad ocular. También se desvela que la
composicién farmacéutica se aplica al ojo.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
féormula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para promover la hidrataciéon ocular. También se
desvela que la composicién farmacéutica se aplica al ojo.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para promover la hidratacién corneal. También se
desvela que la composicién farmacéutica se aplica al ojo.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar enfermedad de Sjogren.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicién farmacéutica para tratar sequedad vaginal. También se desvela que
la composicién farmacéutica se aplica al tracto vaginal.
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La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicién farmacéutica para tratar piel seca. También se desvela que la com-
posicion farmacéutica se aplica a la piel.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicion farmacéutica para tratar sequedad de boca (xerostomia). También se
desvela que la composicion farmacéutica se aplica a la boca.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar sindrome de obstruccidn intestinal distal.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicidon farmacéutica para tratar esofagitis.

La presente invencion también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar estrefiimiento.

También se desvela que la composicidn farmacéutica se administra tanto por via oral como mediante un supositorio
0 enema.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar diverticulitis crénica.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar hipertension.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicién farmacéutica para reducir la tension arterial.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar edema.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composicién farmacéutica para promover diuresis.

La presente invenciéon también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacion de una composiciéon farmacéutica para promover natriuresis.

La presente invencién también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (I) en la preparacién de una composicién farmacéutica para promover saluresis.

Una apreciacién mds completa de la invencién y muchas de las ventajas que conlleva la misma se obtendrdn
facilmente, al igual que la misma se entenderd mejor, mediante referencia a la siguiente descripcion detallada.

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los compuestos de férmula (I) son mds potentes y/o se
absorben menos rapidamente por superficies mucosas, especialmente superficies de las vias respiratorias, y/o menos
reversibles a partir de interacciones con ENaC con respecto a compuestos tales como amilorida, benzamil y fenamil.
Por tanto, los compuestos de férmula (I) tienen una semivida mds larga sobre las superficies mucosas con respecto a
estos compuestos.

La presente invencién también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos englobados por la férmula
(D) se convierten in vivo en derivados metabdlicos de los mismos que tiene eficacia reducida en el bloqueo de canales
de sodio con respecto al compuesto original administrado, después de que se absorban por las superficies mucosas
después de la administracion. Esta importante propiedad significa que los compuestos tendran una menor tendencia a
producir efectos secundarios no deseados bloqueando los canales de sodio localizados en localizaciones no elegidas
como diana en el cuerpo del receptor, por ejemplo en los rifiones.

La presente invencidn también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos englobados por la férmula
(1) eligen como diana el rifién y, por tanto, pueden usarse como agentes cardiovasculares.

En los compuestos representados por la férmula (I), X puede ser hidrégeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo
inferior, cicloalquilo inferior, fenilo sin sustituir o sustituido, alquil inferior-tio, fenil-alquil inferior-tio, alquil inferior-
sulfonilo, o fenil-alquil inferior-sulfonilo. Se prefiere hal6geno.

Ejemplos de halégeno incluyen fldor, cloro, bromo y yodo. El cloro y el bromo son los halégenos preferidos.
Se prefiere particularmente el cloro. Esta descripcion puede aplicarse al término “halégeno” como se usa en toda la
presente divulgacion.
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Como se usa en este documento, el término “alquilo inferior” significa un grupo alquilo que tiene menos de 8§ 4to-
mos de carbono. Este intervalo incluye todos los valores especificos de &tomos de carbono y subintervalos intermedios
tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono. El término “alquilo” engloba todos los tipos de tales grupos, por
ejemplo grupos alquilo lineales, ramificados y ciclicos. Esta descripcion puede aplicarse al término “alquilo inferior”
como se usa en toda la presente divulgacion. Ejemplos de grupos alquilo inferior adecuados incluyen metilo, etilo,
propilo, ciclopropilo, butilo, isobutilo.

Los sustituyentes para el grupo fenilo incluyen halégenos. Los sustituyentes halégeno particularmente preferidos
son cloro y bromo.

Y puede ser hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi inferior, alquil inferior-tio, halégeno, alquilo inferior, cicloal-
quilo inferior, arilo mononuclear o -N(R?),. El resto alquilo de los grupos alcoxi inferior es el mismo que se describe
anteriormente. Ejemplos de arilo mononuclear incluyen grupos fenilo. El grupo fenilo puede estar sin sustituir o sus-
tituido como se describe anteriormente. La identidad preferida de Y es -N(R?),. Se prefieren particularmente tales
compuestos en los que cada R? es hidrégeno.

R' puede ser hidrégeno o alquilo inferior. Se prefiere hidrégeno para R'.

Cada R? puede ser, independientemente, -R’, -(CH,),,-OR?3, -(CH,),-NR’R'", -(CH,),(CHOR®)(CHORS®),-
CH,O0R?, -(CH,CH,0),,-R®, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R", -(CH,),-C(=O)NR'R’, —(CHz)n—Zg—R7, -(CH,),,-NR!°-
CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,0R?, -(CH,),-CO,R” 0

R7
—(CH:)..—C} Q7

En la definicion de R? descrita anteriormente, cuando dos grupos -CH,OR? estdn localizados 1,2- 0 1,3- el uno con
respecto al otro, los grupos R® pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

Se prefieren hidrégeno y alquilo inferior, particularmente alquilo C,-C;, para R?. Se prefiere particularmente hi-
drégeno.

R® y R* pueden ser, independientemente, hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), alquilo inferior,
hidroxialquilo inferior, fenilo, fenil-alquilo inferior, (halofenil)-alquilo inferior, (alquilfenilalquilo) inferior, (alcoxi
inferior-fenil)-alquilo inferior, naftilalquilo inferior, o piridilalquilo inferior, siempre que al menos uno de R® y R* sea
un grupo representado por la férmula (A).

Los compuestos preferidos son aquellos en los que uno de R* y R* es hidrégeno y el otro se representa por la
férmula (A).

En la férmula (A), el resto -(C(R"),),-x-(C(R"),),- define un grupo alquileno unido al anillo aromdtico. Las varia-
bles o y p pueden ser cada una un nimero entero de 0 a 10, sujeto a la condicién de que la suma de o y p en la cadena
sea de 1 a 10. Por tanto, o y p pueden ser cadauno 0, 1,2,3,4,5,6,7, 8,9 6 10. Preferentemente, la sumade oy p es
de 2 a 6. En una realizacién particularmente preferida, la sumade oy p es 4.

El grupo de unién en la cadena de alquileno, x, puede ser, independientemente, O, NR!'*, C(=0), CHOH, C(=N-
R™?), CHNR'R'?, o representa un enlace sencillo;

Por tanto, cuando x represente un enlace sencillo, la cadena de alquileno unida al enlace se representa por la
féormula -(C(RL)z)Oﬂ,-, en la que la suma o+pesde 1 a 10.

Cada R" puede ser, independientemente, -R’, -(CH,),-OR8, -O-(CH,),,-OR®, -(CH,),-NR'R!?, -O-(CH,),,-NR"R!?,
-(CH,),(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?, -O-(CH,),,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,0OR?, -(CH,CH,0),,-R?, -O-(CH,CH,0),,-
R®, -(CH,CH,0),-CH,CH,NR'R", -O-(CH,CH,0),-CH,CH,NR'R", ~(CH,),-C(=O)NR'R"’, -O-(CH,),,-C(=0)
NR'R™, (CH,),-(Z),-R’, -O-(CH,),,~(Z),-R’, ~(CH,),-NR'"-CH, (CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?, -O-(CH, ),--NR"*-CH,
(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CHs),-CO,R’, -O-(CH),,-CO,R’, -OSO;H, -O-glucurénido, -O-glucosa,
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En la definicién de R anterior, cuando dos grupos -CH,OR?® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al
otro, los grupos R® pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

Los grupos R* preferidos incluyen -H, -OH, -N(R"),, especialmente cuando cada R” es hidrégeno.

En la cadena de alquileno en la férmula (A) se prefiere que, cuando un grupo R unido a un dtomo de carbono
sea distinto de hidrégeno, entonces el otro R unido al 4tomo de carbono sea hidrégeno, es decir, la férmula -CHR"-.
También se prefiere que como méximo dos grupos R* en una cadena de alquileno sean distintos de hidrégeno, cuando
los otros grupos R en la cadena son hidrégenos. Incluso mds preferentemente, s6lo un grupo R en una cadena de
alquileno es distinto de hidrégeno, cuando los otros grupos R en la cadena son hidrégenos. En estas realizaciones se
prefiere que x represente un enlace sencillo.

En otra realizacién particular de la invencidn, todos los grupos R" en la cadena de alquileno son hidrégeno. En
estas realizaciones, la cadena de alquileno se representa por la férmula

-(CH,)yx-(CH,),

Cada R’ es, independientemente, -(CH,),-NR'?R"?, -O-(CH,),,-NR"’R"?, -O-(CH,),-NR"?R"?, -O-(CH,),(Z),
R"”, -(CH,),NR"'R", -O-(CH,),NR"'R", -(CH,),-N®-(R"");, -O-(CH,),,-N®-(R");, -(CH,),-(Z),-(CH,),,-NR'’R'’,
-0-(CH,),,-(Z),-(CH,),,-NR'"R", -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"*R"?, -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR""R"?, -(CH,),-
(C=0)NR"?R", -O-(CH,),-(C=0)NR"R"?, -O-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR"’-(Z),-R"°, -(CH,),-(CHOR®),,CH,-NR"’-
(Z), R, -(CH,),NR"*-O(CH,),,(CHOR®),CH,NR'"-(Z),-R"’, -O(CH,),,-NR"’-(CH,),-(CHOR®),CH,NR,-(Z),-R"*,
-(Het)-(CH,),,-OR®, -(Het)-(CH,),,-NR’R', -(Het)-(CH,),,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?, -(Het)-(CH,CH,0),,-R®,
-(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R"’,  -(Het)-(CH,),,-C(=0)NR’R",  -(Het)-(CH,),~(Z),-R’, -(Het)-(CH,),,-
NR!°-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,0OR?, -(Het)-(CH,),,-CO,R”, -(Het)-(CH,),.-NR"”’R'?, -(Het)-(CH,),-NR"?R'?,
-(Het)-(CH,) ,~(Z2),R", -(Het)-(CH,),NR"R", -(Het)-(CH,),,-N®-("");, -(Het)-(CH,),-(Z),-(CH,),,-NR'"R"’,
-(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"?R"?, -(Het)-(CH,),-(C=O)NR"R"?, -(Het)-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR'’-(Z),-R",
-(Het)-(CH,),,-NR'’-(CH,),,-(CHOR®),CH,NR’-(Z),-R", en la que cuando dos grupos -CH,OR?® estdn localizados
1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R® pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono
o disustituido ciclico,

-(CH,),(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR8, con la condicién de que dos grupos -CH,OR? estén localizados 1,2- 0 1,3-
el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-O-(CH,),,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR3, con la condicién de que dos grupos -CH,OR® estén localizados 1,2- 0 1,3-
el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-(CH,),-NR!*-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?, con la condicién de que dos grupos -CH,OR? estén localizados
1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o
disustituido ciclico, o

-O-(CH,),,-NR'°-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),,-CH,OR?, con la condicién de que dos grupos -CH,OR® estén localiza-
dos 1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono
o disustituido ciclico.

Ejemplos preferidos de R® incluyen:

-N(SO,CHs),,

-CH,-CHNHBocCO,CH; (@),

-O-CH,-CHNH,CO,H (o),

-O-CHz-CHNHzCOzCH3 (a),

-O-(CH,),-N*(CHa)s,

—C(:O)NH—(CHz)z—NHz,

-C(=O)NH-(CH,),-NH-C(=NH)-NH,, y
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><

o9
O— H,C-CH—CH—CH,

Hay cuatro grupos R® presentes sobre el anillo en la férmula (A). Cada R® puede ser, independientemente, R* como
se describe anteriormente, -R’, -OR®, -N(R"),, -(CH,),,-OR?, -O-(CH,),,-OR?, -(CH,)n-NR’R'°, -O-(CH,),,-NR'R°,
-(CH,),(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -O-(CH,),,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,0OR?, -(CH,CH,0),,-R?, -O-(CH,CH,0),,-
R?, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R"’, -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"R"’, -(CH,),-C(=0)NR'R'’, -O-(CH,),,-C(=0)
NR'R", -(CH,),-(Z),-R’, -O-(CH,),,-(Z),-R’, -(CH,),-NR'*-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?®, -O-(CH,),,-NR'*-CH,
(CHOR®)(CHOR?®),-CH,O0R?, -(CH,),-CO,R’, -O-(CH,),,-CO,R’, -OSO;H, -O-glucurénido, -O-glucosa, o

R’
0 o. R’
— R’ —(CHp)y ;
O—((CHz)—K:OF ’ " ( 2) _Lz< R7

Cuando dos R® son -OR!! y estan localizados adyacentes el uno al otro sobre un anillo fenilo, los restos alquilo de
los dos grupos R® pueden unirse juntos para formar un grupo metilendioxi, es decir, un grupo de férmula -O-CH,-O-.
Ademds, cuando dos grupos -CH,OR? estén localizados 1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R® pueden
unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

Como se trata anteriormente, R® puede ser hidrégeno. Por tanto, 1, 2, 3 6 4 grupos R® pueden ser distintos de
hidrégeno. Preferentemente, como maximo 3 de los grupos RS son distintos de hidrégeno.

Cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6. Por tanto, cada g puede ser 1, 2,3,4,56 6.

Cada m es un ndmero entero de 1 a 7. Por tanto, cada m puede ser 1,2, 3,4,5,6 6 7.

Cada n es un ndmero entero de 0 a 7. Por tanto, cada n puede ser 0, 1,2, 3,4,5,6 6 7.

Cada Q en la férmula (A) es C-R°, C-R® 0 un dtomo de nitrégeno, en la que como méximo tres Q en un anillo
son dtomos de nitrégeno. Por tanto, pueden estar 1, 2 6 3 dtomos de nitrégeno en un anillo. Preferentemente, como
maximo dos Q son dtomos de nitrégeno. Mds preferentemente, como maximo un Q es un dtomo de nitrégeno. En una
realizacién particular, el atomo de nitrégeno estd en la posicién 3 del anillo. En otra realizacién de la invencién, cada

Q es 0 C-R® 0 C-R?, es decir, no hay dtomos de nitrégeno en el anillo.

Ejemplos mds especificos de grupos adecuados representados por la férmula (A) se muestran en las férmulas
(B)-(F) de a continuacion:

Q R

Q=
— (CHg)o— x—(CH2)—{ <\Q/ ®)
Q—-Q ™ (r%),

en la que o, X, p, R’ y R® son como se definen anteriormente;

— (CHy), R”* (©

en la que n es un nimero entero de 1 a 10 y R’ es como se define anteriormente;

en la que n es un ndmero entero de 1 a 10 y R’ es como se define anteriormente;
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— (CHg)o—x—(CH, R’ (E)

en la que o, X, p y R® son como se definen anteriormente;

En una realizacion preferida de la invencion, Y es -NH,.

En otra realizacion preferida, R? es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, R! es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, X es cloro.

En otra realizacion preferida, R?® es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, R" es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, o es 4.

En otra realizacién preferida, p es O.

En otra realizacién preferida, la sumade oy p es 4.

En otra realizacién preferida, x representa un enlace sencillo.
En otra realizacion preferida, R® es hidrégeno.

En otra realizacién preferida, como méximo un Q es un dtomo de nitrégeno.

En otra realizacion preferida, ningtin Q es un dtomo de nitrégeno.

En una realizacién preferida de la presente invencion:
X es halégeno;

Y es -N(R7),;

R! es hidrégeno o alquilo C,-Cs;

R? es -R7, -OR’, CH,0OR’ 0 -CO,R’;

R? es un grupo representado por la férmula (A); y

R* es hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), o alquilo inferior;

En otra realizacién preferida de la presente invencion:

X es cloro o bromo;

Y es -N(R7),;

R? es hidrégeno o alquilo C;-Cs;

como maximo tres R® son distintos de hidrégeno como se describe anteriormente;
como maximo tres R" son distintos de hidrégeno como se describe anteriormente; y

como méximo 2 Q son dtomos de nitrégeno.
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En otra realizacion preferida de la presente invencion:

Y es -NH,;

En otra realizacion preferida de la presente invencion:

R* es hidrégeno;

como maximo un R* es distinto de hidrégeno como se describe anteriormente;
como maximo dos R® son distintos de hidrégeno como se describe anteriormente; y

como maximo 1 Q es un dtomo de nitrégeno.

Ejemplos preferidos de R® en las realizaciones descritas anteriormente incluyen:
-N(SO,CH;),,

-CH,-CHNHBocCO,CH; (),

-O-CH,-CHNH,CO,H (o),

-O-CH,-CHNH,CO,CH; (@),

-O-(CH,),-N*(CHs;);,

-C(=0O)NH-(CH,),-NH,, y

-C(=0)NH-(CH,),-NH-C(=NH)-NH,.

Ejemplos de compuestos de la presente invencion incluyen los siguientes:

HzN N NH2
H H [ |
nop LI
. N\/\O NH O
~oOH
“nOH

NH\/\O H,

Qi
o o
Que
e
o]
z
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0]
N HN
o T

O
Cl
e N
}—NH =N
NH H3N
. O‘O’/J
Ve
% N
OHH
OH OH
HaN \N\ NHf.l H A "0
P
cl N1\( T 07k
O NH

Los compuestos de férmula (I) pueden prepararse y usarse como la base libre. Alternativamente, los compuestos
pueden prepararse y usarse como una sal farmacéuticamente aceptable. Sales farmacéuticamente aceptables son sales
que retienen o potencian la actividad bioldgica deseada del compuesto original y no confieren efectos toxicoldgicos
no deseados. Ejemplos de tales sales son (a) sales de adicién de 4cido formadas con 4cidos inorgdnicos, por ejemplo,
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftirico, acido fosférico, acido nitrico; (b) sales formadas con 4cidos
orgdnicos tales como, por ejemplo, dcido acético, dcido oxdlico, 4cido tartdrico, dcido succinico, dcido maleico, 4cido
fumérico, 4cido glucénico, 4cido citrico, 4cido mélico, 4cido ascorbico, dcido benzoico, 4cido tdnico, 4cido palmitico,
acido alginico, 4dcido poliglutdmico, dcido naftalensulfénico, 4cido metanosulfénico, 4cido p-toluenosulfénico, adcido
naftalendisulfénico, dcido poligalacturénico, dcido malénico, acido sulfosalicilico, acido glicélico, 2-hidroxi-3-naf-
toato, pamoato, 4cido salicilico, dcido estedrico, acido ftalico, 4cido mandélico, acido lactico; y (c) sales formadas a
partir de aniones elementales, por ejemplo, cloro, bromo y yodo.

Debe observarse que todos los enantiémeros, diaestereémeros y mezclas racémicas de compuestos dentro del

alcance de la formula (I) estdn englobados por la presente invencion. Todas las mezclas de tales enantidmeros y
diaesteredmeros estian dentro del alcance de la presente invencion.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

Sin limitarse a ninguna teorfa particular, se cree que los compuestos de férmula (I) funcionan in vivo como blo-
queadores de los canales de sodio. Mediante el bloqueo de los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies
mucosas, los compuestos de férmula (I) reducen la absorcién de agua por las superficies mucosas. Este efecto aumenta
el volumen de liquidos protectores sobre las superficies mucosas, reequilibra el sistema y, por tanto, trata la enferme-
dad.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que aprovechan las propiedades de los
compuestos de férmula (I) tratados anteriormente. Por tanto, los sujetos que pueden tratarse mediante las compo-
siciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen pacientes aquejados de fibrosis quistica, disquinesia ciliar
primaria, bronquitis crénica, enfermedad obstructiva crénica de las vias respiratorias, pacientes con respiracion artifi-
cial, pacientes con neumonia aguda.

La presente invencion puede usarse para obtener una muestra de esputo de un paciente administrando los com-
puestos activos a al menos un pulmén de un paciente, y luego induciendo o recogiendo una muestra de esputo de ese
paciente. Normalmente, la invencién se administrard a las superficies mucosas respiratorias mediante aerosol (liquido
o polvos secos) o lavado.

Los sujetos que pueden tratarse por la presente invencién también incluyen pacientes a los que se les administra
oxigeno suplementario por via nasal (un tratamiento que tiende a secar las superficies de las vias respiratorias); pa-
cientes aquejados de una enfermedad o respuesta alérgica (por ejemplo, una respuesta alérgica a polen, polvo, pelo
o particulas de animal, insectos o particulas de insecto) que afecta a las superficies de las vias respiratorias nasales;
pacientes aquejados de una infeccion bacteriana, por ejemplo, infecciones por estafilococo tales como infecciones por
Staphylococcus aureus, infecciones por Hemophilus influenza, infecciones por Streptococcus neumoniae, infecciones
por Pseudomonas aeuriginosa, de las superficies de las vias respiratorias nasales; pacientes aquejados de una enferme-
dad inflamatoria que afecta a las superficies de las vias respiratorias nasales; o pacientes aquejados de sinusitis (en los
que el agente activo o agentes activos se administran para promover el drenaje de secreciones mucosas congestionadas
en los senos administrando una cantidad eficaz para promover el drenaje de fluido congestionado en los senos), o com-
binada, rinosinusitis. La invencién puede administrarse a superficies rinosinusales mediante administracion tdpica,
que incluye aerosoles y gotas.

La presente invencién puede usarse para hidratar superficies mucosas distintas de las superficies de las vias respi-
ratorias. Tales otras superficies mucosas incluyen superficies gastrointestinales, superficies bucales, superficies genito-
uretrales, superficies oculares o superficies del ojo, el oido interno y el oido medio. Por ejemplo, los compuestos
activos de la presente invencién pueden administrarse en una cantidad eficaz mediante cualquier medio adecuado,
incluyendo localmente/t6picamente, por via oral, o rectalmente.

Los compuestos de la presente invencion también son ttiles para tratar una variedad de funciones relacionadas con
el sistema cardiovascular. Por tanto, los compuestos de la presente invencién son ttiles para uso como agentes antihi-
pertensores. Los compuestos también pueden usarse para reducir la tension arterial y para tratar edema. Ademas, los
compuestos de la presente invencién también son ttiles para promover diuresis, natriuresis y saluresis. Los compues-
tos pueden usarse solos o en combinacién con beta-bloqueadores, inhibidores de ACE, inhibidores de la HMGCoA
reductasa, bloqueadores de los canales de calcio y otros agentes cardiovasculares para tratar hipertension, insuficiencia
cardiaca congestiva y reducir la mortalidad cardiovascular.

La presente invencion se refiere fundamentalmente al tratamiento de sujetos humanos, pero también puede em-
plearse para el tratamiento de otros sujetos mamiferos tales como perros y gatos, para fines veterinarios.

Como se trata anteriormente, los compuestos usados para preparar las composiciones de la presente invencién
pueden estar en forma de una base libre farmacéuticamente aceptable. Debido a que la base libre del compuesto
es generalmente menos soluble en disoluciones acuosas que la sal, las composiciones de base libre se emplean para
proporcionar una liberacién mas sostenida del agente activo a los pulmones. Un agente activo presente en los pulmones
en forma particulada que no se ha disuelto en disolucién no puede inducir una respuesta fisioldgica, pero sirve de
depésito de farmaco biodisponible que se disuelve gradualmente en la disolucién.

Otro aspecto de la presente invencién es una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de férmula
(D) en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo una disoluciéon acuosa de vehiculo). En general, el
compuesto de férmula (I) incluido en la composicién es una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcién de agua por
superficies mucosas.

Los compuestos de la presente invencién también puede usarse conjuntamente con un agonista del receptor P2Y?2
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (también se denomina algunas veces un “agente activo” en este
documento). La composicion puede comprender adicionalmente un agonista del receptor P2Y2 o una sal farmacéuti-
camente aceptable del mismo (también se denomina algunas veces un “agente activo” en este documento). El agonista
del receptor P2Y2 se incluye normalmente en una cantidad eficaz para estimular la secrecién de cloruro y agua por
superficies de las vias respiratorias, particularmente superficies de las vias respiratorias nasales. Los agonistas del re-
ceptor P2Y2 adecuados se describen en las columnas 9-10 de los documentos U.S. 6.264.975, U.S. 5.656.256 y U.S.
5.292.498.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

Los broncodilatadores también pueden usarse en combinacién con compuestos de la presente invencién. Estos
broncodilatadores incluyen agonistas S-adrenérgicos que incluyen epinefrina, isoproterenol, fenoterol, albutereol, ter-
butalina, pirbuterol, bitolterol, metaproterenol, isoetarina, xinafoato de salmeterol, ademds de agentes anticolinérgicos
que incluyen bromuro de ipratropio, ademds de compuestos tales como teofilina y aminofilina. Estos compuestos pue-
den administrarse segtin técnicas conocidas, bien antes de o simultdneamente con los compuestos activos descritos en
este documento.

Otro aspecto de la presente invencion es una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto activo co-
mo se describe anteriormente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una disolucién acuosa de
vehiculo). En general, el compuesto activo se incluye en la composicién en una cantidad eficaz para tratar superficies
mucosas, tal como inhibir la reabsorcion de agua por superficies mucosas, incluyendo las vias respiratorias y otras
superficies.

Los compuestos activos desvelados en este documento pueden administrarse a superficies mucosas mediante cual-
quier medio adecuado que incluye tépicamente, por via oral, rectalmente, vaginalmente, ocularmente y dérmicamente.
Por ejemplo, para el tratamiento de estrefiimiento, los compuestos activos pueden administrarse por via oral o rectal-
mente a la superficie mucosa gastrointestinal. El compuesto activo puede combinarse con un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable en cualquier forma adecuada tal como solucidn salina fisioldgica estéril o diluida o disolucién tdpica,
como gotitas, comprimido para administracién por via oral, como un supositorio para administracion rectal o genito-
uretral. En la formulacién pueden incluirse excipientes para potenciar la solubilidad de los compuestos activos, si se
desea.

Los compuestos activos desvelados en este documento pueden administrarse a las superficies de las vias respira-
torias de un paciente mediante cualquier medio adecuado que incluye un aerosol, niebla o gotitas de los compuestos
activos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como soluciones salinas fisiolégicas o diluidas o agua destila-
da. Por ejemplo, los compuestos activos pueden prepararse como formulaciones y administrarse como se describe en
la patente de EE.UU. n°® 5.789.391 a Jacobus.

Los agentes activos particulados sélidos o liquidos preparados para la practica de la presente invencién podrian
incluir, como se indica anteriormente, particulas de tamafio respirable o no respirable; es decir, para particulas respi-
rables, particulas de un tamaifio suficientemente pequefio para atravesar la boca y la laringe con la inhalacién y llegar a
los bronquios y alvéolos de los pulmones, y para particulas no respirables, particulas suficientemente grandes para ser
retenidas en las fosas de las vias respiratorias nasales en vez de atravesar la laringe y llegar a los bronquios y alvéolos
de los pulmones. En general se desean particulas que oscilan de aproximadamente 1 a 5 micrémetros de tamafio (mds
particularmente, menos de aproximadamente 4,7 micrémetros de tamafio). Las particulas de tamafio no respirable son
superiores a aproximadamente 5 micrémetros de tamaiio, hasta el tamafio de gotitas visibles. Por tanto, para la admi-
nistracién nasal puede usarse un tamafio de particula en el intervalo de 10-500 um para garantizar la retencion en la
fosa nasal.

En la preparacién de una formulacién segtin la invencidn, los agentes activos o las sales o bases libres fisiol6-
gicamente aceptables de los mismos se mezclan normalmente con, entre otros, un vehiculo aceptable. Por supuesto,
el vehiculo debe ser compatible con cualquier otro componente en la formulacién y no debe ser perjudicial para el
paciente. El vehiculo debe ser sélido o liquido, o ambos, y preferentemente se formula con el compuesto como una
formulacién de dosis unitaria, por ejemplo, una cdpsula, que puede contener del 0,5% al 99% en peso del compuesto
activo. Uno o mds compuestos activos pueden incorporarse en las formulaciones de la invencién, formulaciones que
pueden prepararse mediante cualquiera de las técnicas muy conocidas de la farmacia que consisten esencialmente en
el mezclado de los componentes.

Las composiciones que contienen particulas secas respirables o no respirables de agente activo micronizado pue-
den prepararse moliendo el agente activo seco con un almirez y mano de almirez, y luego pasando la composicién
micronizada a través de una criba de 400 de malla para romper o separar aglomerados grandes.

La composicién de agente activo particulada puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facili-
tar la formulacién de un aerosol. Un dispersante adecuado es lactosa, que puede mezclarse con el agente activo en
cualquier relacién adecuada (por ejemplo, una relaciéon de 1 a 1 en peso).

Los compuestos activos desvelados en este documento pueden administrarse a las superficies de las vias respira-
torias que incluyen las fosas nasales, los senos y los pulmones de un sujeto mediante un medio adecuado conocido
en la técnica, tal como mediante gotas nasales, nieblas. También se desvela que los compuestos activos de la presente
invencién se administran mediante lavado transbroncoscépico. También se desvela que los compuestos activos de la
presente invencion se depositan sobre las superficies de las vias respiratorias de los pulmones administrando una sus-
pensién de aerosol de particulas respirables que comprende el compuesto activo que inhala el sujeto. Las particulas
respirables pueden ser liquidas o s6lidas. Se conocen numerosos inhaladores para administrar particulas de aerosol a
los pulmones de un sujeto.

Pueden emplearse inhaladores tales como aquellos desarrollados por Inhale Therapeutic Systems, Palo Alto, Ca-
lifornia, EE.UU., que incluyen aquellos desvelados en las patentes de EE.UU. n°® 5.740.794; 5.654.007; 5.458.135;
5.775.320; y 5.785.049. También pueden emplearse inhaladores tales como aquellos desarrollados por Dura Phar-
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maceuticals, Inc. San Diego, California, EE.UU., que incluyen aquellos desvelados en las patentes de EE.UU. n°
5.622.166; 5.577.497; 5.645.051; y 5.492.112. Adicionalmente pueden emplearse inhaladores tales como aquellos
desarrollados por Aradigm Corp. Hayward, California, EE.UU., que incluyen aquellos desvelados en las patentes de
EE.UU. n° 5.826.570; 5.813.397; 5.819.726; y 5.655.516. Estos aparatos son particularmente adecuados como inhala-
dores de particulas secas.

Los aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo pueden producirse mediante cualquier
medio adecuado, tal como con un nebulizador de aerosol accionado a presién o un nebulizador ultrasénico. Véase,
por ejemplo, la patente de EE.UU. n® 4.501.729. Los nebulizadores son dispositivos comercialmente disponibles que
transforman disoluciones o suspensiones del principio activo en una niebla de aerosol terapéutico bien por medio de la
aceleracion de gas comprimido, normalmente aire u oxigeno, a través de un orificio de Venturi estrecho, o por medio
de agitacién ultrasénica. Las formulaciones adecuadas para uso en nebulizadores estan constituidas por el principio
activo en un vehiculo liquido, comprendiendo el principio activo hasta el 40% en peso/peso de la formulacién, pero
preferentemente menos del 20% en peso/peso. El vehiculo es normalmente agua (y lo mas preferentemente agua
estéril sin pirégeno) o disolucién alcohdlica acuosa diluida. También pueden usarse vehiculos de perfluorocarburos.
Los aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacién no se esteriliza, por ejemplo, hidroxibenzoato de
metilo, antioxidantes, aromatizantes, aceites voldtiles, agentes de tamponamiento y tensioactivos.

Los aerosoles de particulas s6lidas que comprenden el compuesto activo pueden producirse asimismo con cual-
quier generador de aerosol de medicamento particulado sélido. Los generadores de aerosol para la administracién
de medicamentos particulados sélidos a un sujeto producen particulas que son respirables, como se explica anterior-
mente, y generan un volumen de aerosol que contiene una dosis dosificada predeterminada de un medicamento a una
velocidad adecuada para la administracién humana. Un tipo ilustrativo de generador de aerosol particulado sélido es
un insuflador. Las formulaciones adecuadas para administraciéon mediante insuflado incluyen polvos finamente tritu-
rados que pueden administrarse por medio de un insuflador o llevarse a la fosa nasal en forma de una inhalacién por la
nariz. En el insuflador, el polvo (por ejemplo, una dosis dosificada del mismo eficaz para llevar a cabo los tratamientos
descritos en este documento) estd contenido en cdpsulas o cartuchos, normalmente hechos de gelatina o plastico, que
o se perforan o se abren in situ y el polvo se administra por el aire extraido por el dispositivo con la inhalacién o por
medio de una bomba accionada manualmente. El polvo empleado en el insuflador estd constituido tnicamente por
el principio activo o por la mezcla de polvo que comprende el principio activo, un diluyente de polvo adecuado, tal
como lactosa, y un tensioactivo opcional. El principio activo comprende normalmente del 0,1 al 100% en peso/peso
de la formulacién. Un segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo comprende un inhalador de dosis dosificada.
Los inhaladores de dosis dosificada son dispensadores de aerosol presurizados que normalmente contienen una for-
mulacién en suspensién o disolucién de principio activo en un propulsor licuado. Durante el uso, estos dispositivos
descargan la formulacién por una vélvula adaptada para la administracion de un volumen dosificado, normalmente de
10 a 150 pl, para producir un aerosol de particulas finas que contiene el principio activo. Los propulsores adecuados
incluyen ciertos compuestos de clorofluorocarburo, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclo-
rotetrafluoroetano y mezclas de los mismos. La formulacién puede contener adicionalmente uno o mas codisolventes,
por ejemplo, etanol, tensioactivos tales como 4cido oleico o trioleato de sorbitano, antioxidantes y aromatizantes ade-
cuados.

El aerosol, tanto si se forma a partir de particulas sélidas como liquidas, puede producirse mediante el generador de
aerosol a una proporcién de aproximadamente 10 a 150 litros por minuto, mds preferible de 30 a 150 litros por minuto,
y lo més preferentemente aproximadamente 60 litros por minuto. Los aerosoles que contienen mayores cantidades de
medicamento pueden administrarse mds rapidamente.

La dosificacion de los compuestos activos desvelados en este documento variard dependiendo de la afeccién que
estd tratdndose y del estado del sujeto, pero generalmente puede ser de aproximadamente 0,01, 0,03, 0,05, 0,1 a 1,
5, 10 6 20 mg de agente farmacéutico depositado sobre las superficies de las vias respiratorias. La dosis diaria puede
dividirse entre una o multiples administraciones de dosis unitarias. El objetivo es lograr una concentraciéon de los
agentes farmacéuticos sobre las superficies de las vias respiratorias de los pulmones de entre 10~ - 10* M.

También se desvela que se administran administrando una suspensién en aerosol de particulas respirables o no
respirables (preferentemente particulas no respirables) que comprenden el compuesto activo que el sujeto inhala por
la nariz. Las particulas respirables o no respirables pueden ser liquidas o sélidas. La cantidad de agente activo incluida
puede ser una cantidad suficiente para lograr concentraciones disueltas de agente activo sobre las superficies de las
vias respiratorias del sujeto de aproximadamente 10, 108 6 1077 a aproximadamente 1073, 1072, 10" moles/litro, y
mds preferentemente de aproximadamente 10~ a aproximadamente 10~ moles/litro.

La dosificacion del compuesto activo variard dependiendo de la afeccion que estd tratindose y del estado del sujeto,
pero generalmente puede ser una cantidad suficiente para lograr concentraciones disueltas de compuesto activo sobre
las superficies de las vias respiratorias nasales del sujeto de aproximadamente 107, 107 6 1077 a aproximadamente
1073, 1072 6 107" moles/litro, y mds preferentemente de aproximadamente 1077 a aproximadamente 10~* moles/litro.
Dependiendo de la solubilidad de la formulacién particular del compuesto activo administrado, la dosis diaria puede
dividirse entre una o varias administraciones de dosis unitarias. La dosis diaria en peso puede oscilar de aproximada-
mente 0,01, 0,03, 0,1, 0,56 1,0 a 10 6 20 miligramos de particulas de agente activo para un sujeto humano dependiendo
de la edad y la afeccién del sujeto. Una dosis unitaria actualmente preferida es aproximadamente 0,5 miligramos de
agente activo administrado a una pauta posoldgica de 2-10 administraciones por dia. La dosificacién puede proporcio-

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

narse como una unidad preenvasada mediante cualquier medio adecuado (por ejemplo, encapsulando una capsula de
gelatina).

También se desvela que la composicion de agente activo particulado puede contener tanto una base libre de agente
activo como una sal farmacéuticamente aceptable para proporcionar tanto una liberacidon inmediata como una libe-
racion sostenida del agente activo para la disolucién en las secreciones de mucosidad de la nariz. Una composicién
tal sirve para proporcionar tanto un alivio inmediato al paciente como un alivio sostenido con el tiempo. Se espera
que el alivio sostenido, disminuyendo el nimero de administraciones diarias requeridas, aumente el cumplimiento del
paciente con el transcurso de los tratamientos de agente activo.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion a las vias respiratorias incluyen formulaciones
de disoluciones, emulsiones, suspensiones y extractos. Véase generalmente, J. Naim, Solutions, Emulsions, Suspen-
sions and Extracts, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, capitulo 86 (19* ed 1995). Las formulaciones
farmacéuticas adecuadas para administracién nasal pueden prepararse como se describe en las patentes de EE.UU. n°
4.389.393 a Schor; 5.707.644 a Illum; 4.294.829 a Suzuki; y 4.835.142 a Suzuki.

Las nieblas o aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo pueden producirse mediante
cualquier medio adecuado, tal como mediante un simple aerosol nasal con el agente activo en un vehiculo acuoso
farmacéuticamente aceptable, tal como una solucidn salina estéril o agua estéril. La administracién puede ser con
un nebulizador de aerosol accionado a presién o un nebulizador ultrasénico. Véanse, por ejemplo las patentes de
EE.UU. n° 4.501.729 y 5.656.256. Las formulaciones adecuadas para uso en gotitas nasales o botella de aerosol o en
nebulizadores estan constituidas por el principio activo en un vehiculo liquido, comprendiendo el principio activo hasta
el 40% en peso/peso de la formulacién, pero preferentemente inferior al 20% en peso/peso. Normalmente el vehiculo
es agua (y lo mds preferentemente agua estéril sin pirégeno) o disolucién alcohdlica acuosa diluida, preferentemente
preparada en una disolucién del 0,12% al 0,8% de cloruro sédico. Los aditivos opcionales incluyen conservantes si la
formulacidn no se esteriliza, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, aromatizantes, aceites volatiles,
agentes de tamponamiento, agentes osmoticamente activos (por ejemplo, manitol, xilitol, eritritol) y tensioactivos.

Las composiciones que contienen particulas secas respirables o no respirables de agente activo micronizado pue-
den prepararse moliendo el agente activo seco con un almirez y mano de almirez, y luego pasando la composicién
micronizada a través de una criba de 400 de malla para romper o separar aglomerados grandes.

La composicién particulada puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formacién
de un aerosol. Un dispersante adecuado es lactosa, que puede mezclarse con el agente activo en cualquier relacién
adecuada (por ejemplo, una relacién de 1 a 1 en peso).

Los compuestos de férmula (I) pueden sintetizarse segtin procedimientos conocidos en la técnica. Un procedimien-
to de sintesis representativo se muestra en el esquema de a continuacion.

NHR!
N i
N N=C—S—CH;
| + HNRR'*— ()
Z 2
Y N NHR

X

Estos procedimientos se describen en, por ejemplo, E.J. Cragoe, “The Synthesis of Amiloride and Its Analogs”
(capitulo 3) en Amiloride and Its Analogs, paginas 25-36. Otros procedimientos para preparar los compuestos se
describen en, por ejemplo, el documento U.S. 3.313.813. Véanse en particular los Procedimientos A, B, C y D descritos
en el documento U.S. 3.313.813.

Pueden usarse varios ensayos para caracterizar los compuestos de la presente invencion. Los ensayos representati-
vos se tratan a continuacion.

Medida in vitro de la actividad de bloqueo de canales de sodio y la reversibilidad

Un ensayo usado para evaluar el mecanismo de accién y/o la potencia de los compuestos de la presente invencién
implica la determinacion de la inhibicién del farmaco lumenal de corrientes de sodio epitelial de las vias respiratorias
medida bajo corriente de cortocircuito (Icc) usando monocapas epiteliales de las vias respiratorias fijadas en camaras
de Ussing. Las células obtenidas a partir de vias respiratorias de ser humano, perro, oveja o roedor recientemente
extirpadas se siembran sobre insertos porosos Snapwell™ (CoStar) de 0,4 micrémetros, se cultivan en las condiciones
de la superficie de separacion aire-liquido (ALI) en un medio hormonalmente definido y se ensayan para la actividad
del transporte de sodio (Icc) mientras se bafian en bicarbonato de Krebs-Ringer (KBR) en cdmaras de Ussing. Todas
las adiciones de los farmacos de prueba son al bafio lumenal con protocolos de adicién de dosis semilogaritmicas (de
1x 107" M a3 x 107 M), y se registra el cambio acumulado en I¢¢ (inhibicién). Todos los farmacos se preparan en
dimetilsulféxido como disoluciones madre a una concentracién de 1 x 1072 M y se almacenan a -20°C. Normalmente
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se ejecutan en paralelo ocho preparaciones; dos preparaciones por ejecucién incorporan amilorida y/o benzamil como
controles positivos. Después de administrarse la concentracién médxima (5 x 107> M), el bafio lumenal se cambia
tres veces con disolucién nueva de KBR sin farmaco y la I resultante se mide después de cada lavado durante
aproximadamente 5 minutos de duracién. La reversibilidad se define como la vuelta en porcentaje al valor inicial
para la corriente de sodio después del tercer lavado. Todos los datos de las pinzas de voltaje se recogen mediante una
interfaz informadtica y se analizan fuera de linea.

Las relaciones dosis-efecto para todos los compuestos se consideran y se analizan mediante el programa Prism 3.0.
Los valores de Clj, las concentraciones eficaces maximas y la reversibilidad se calculan y se comparan con amilorida
y benzamil como controles positivos.

Ensayos farmacologicos de absorcion
(1) Ensayo de desaparicion apical

Las células bronquiales (células de perro, ser humano, oveja o roedor) se siembran a una densidad de 0,25 x
10%/cm? sobre una membrana porosa recubierta con coldgeno Transwell-Col con un érea de crecimiento de 1,13 cm?
y crecen en una superficie de separacién aire-liquido en un medio hormonalmente definido que promueve un epitelio
polarizado. A partir de 12 a 20 dias después del desarrollo de una superficie de separacion aire-liquido (ALI) se espera
que los cultivos estén > 90% ciliados, y las mucinas se acumulardn sobre las células. Para garantizar la integridad
de las preparaciones de células epiteliales de las vias respiratorias primarias se miden la resistencia transepitelial (R,)
y las diferencias de potencial transepitelial (PD), que son indicadores de la integridad de la naturaleza polarizada
del cultivo. Se prefieren los sistemas de células humanas para estudios de velocidades de absorcién de superficies
apicales. El ensayo de desaparicion se realiza en condiciones que imitan a las peliculas “finas” in vivo (~25 ul) y
se inicia afiadiendo bloqueadores de los canales de sodio experimentales o controles positivos (amilorida, benzamil,
fenamil) a la superficie apical a una concentracion inicial de 10 uM. Se recoge una serie de muestras (volumen de 5
w1 por muestra) a diversos momentos de tiempo que incluyen 0, 5, 20, 40, 90 y 240 minutos. Las concentraciones se
determinan midiendo la fluorescencia intrinseca de cada bloqueador de los canales de sodio usando un fluorimetro de
placas de microtitulacién Fluorocount o HPLC. El andlisis cuantitativo emplea una curva patrén generada a partir de
materiales patrén de referencia auténticos de concentracion y pureza conocidos. El andlisis de los datos de la velocidad
de desaparicion se realiza usando el decaimiento exponencial de una fase de la regresion no lineal (“Prism V 3.0”).

2. Ensayo de microscopia confocal de la captacion de congéner de amilorida

Casi todas las moléculas similares a la amilorida fluorescen en el intervalo ultravioleta. Esta propiedad de estas
moléculas puede usarse para medir directamente la actualizacién celular usando microscopia confocal x-z. Las con-
centraciones equimolares de los compuestos experimentales y los controles positivos que incluyen amilorida y los
compuestos que demuestran una rapida captacion en el compartimento celular (benzamil y fenamil) se colocan sobre
la superficie apical de los cultivos de las vias respiratorias sobre la platina del microscopio confocal. Las imdgenes x-
z seriadas se obtienen con el tiempo y la magnitud de la fluorescencia que se acumula en el compartimento celular se
cuantifica y se representa como un cambio en la fluorescencia frente al tiempo.

3. Ensayos in vitro del metabolismo de compuestos

Las células epiteliales de las vias respiratorias tienen la capacidad de metabolizar firmacos durante el proceso
de absorcidn transepitelial. Ademds, aunque es menos probable, es posible que los fairmacos puedan metabolizarse
sobre las superficies epiteliales de las vias respiratorias mediante actividades de ectoenzimas especificas. Quizds mas
probable que un acontecimiento ecto-superficial es que los compuestos puedan ser metabolizados por las secreciones
infectadas que ocupan las luces de las vias respiratorias de pacientes con enfermedad pulmonar, por ejemplo fibrosis
quistica. Por tanto, se realiza una serie de ensayos para caracterizar el metabolismo de compuestos que resulta de la in-
teraccion de compuestos de prueba con epitelios de las vias respiratorias humanas y/o productos lumenales epiteliales
de las vias respiratorias humanas.

En la primera serie de ensayos, la interaccién de los compuestos de prueba en KBR como un estimulante de
“LSVR” se aplica a la superficie apical de células epiteliales de las vias respiratorias humanas cultivadas en el siste-
ma de insertos T-Col. Para la mayoria de los compuestos, el metabolismo (generacion de nuevas especies) se prueba
usando cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para resolver las especies quimicas y las propiedades de fluo-
rescencia enddgena de estos compuestos para estimar las cantidades relativas de compuesto de prueba y metabolitos
novedosos. Para un ensayo tipico, una disolucién de prueba (25 ul de KBR, que contiene compuesto de prueba 10 M)
se coloca sobre la superficie lumenal epitelial. Se obtienen muestras secuenciales de 5 a 10 ul de los compartimentos
lumenales y serosos para andlisis por HPLC de (1) 1a masa del compuesto de prueba que permea del bafio lumenal a se-
roso y (2) la posible formacién de metabolitos a partir del compuesto original. En los casos en los que las propiedades
de fluorescencia de la molécula de prueba no son adecuadas para tales caracterizaciones, para estos ensayos se usan
compuestos radiomarcados. A partir de los datos de HPLC se cuantifica la velocidad de desaparicion y/o formacién de
compuestos de metabolitos novedosos sobre la superficie lumenal y el aspecto del compuesto de prueba y/o metabolito
novedoso en la disolucién basolateral. También se cuantifican los datos referentes a la movilidad cromatografica de
posibles metabolitos novedosos con referencia al compuesto original.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

Para analizar el posible metabolismo de compuestos de prueba mediante esputo de FQ se ha recogido una mezcla
“representativa” de esputo de FQ expectorado obtenido de 10 pacientes con FQ (bajo autorizacion de IRB). El esputo se
ha solubilizado en una mezcla 1:5 de disolucién de KBR removiendo vigorosamente con vértex, tras lo que la mezcla
se fraccion6 en una alicuota de esputo “pura” y una alicuota sometida a ultracentrifugacién de manera que se obtuvo
una alicuota de “sobrenadante” (pura=celular; sobrenadante=fase liquida). Los estudios tipicos del metabolismo de
compuestos mediante esputo de FQ implican la adicién de masas conocidas del compuesto de prueba a esputo de FQ
“puro” y alicuotas de “sobrenadante” de esputo de FQ incubado a 37°C, seguido de muestreo secuencial de alicuotas de
cada tipo de esputo para la caracterizacion de la estabilidad/metabolismo de compuestos mediante analisis por HPLC
como se describe anteriormente. Luego se realizan, como anteriormente, el andlisis de la desaparicion de compuestos,
velocidades de formacién de metabolitos novedosos y movilidades de HPLC de metabolitos novedosos.

4. Efectos farmacologicos y mecanismo de accion del farmaco en animales

El efecto de los compuestos para potenciar el aclaramiento mucociliar (AMC) puede medirse usando un modelo
in vivo descrito por Sabater y col. Journal of Applied Physiology, 1999, paginas 2191-2196.

Ejemplos

Habiendo descrito generalmente esta invencion, otro entendimiento puede obtenerse mediante referencia a ciertos
ejemplos especificos que se proporcionan en este documento para fines de ilustracion.

Preparacion de bloqueadores de los canales de sodio

Materiales y procedimientos. Todos los reactivos y disolventes se compraron de Aldrich Chemical Corp. y se
usaron sin mds purificacién. Los espectros de RMN se obtuvieron o bien en un Bruker WM 360 (RMN 'H a 360
MHz y RMN "*C a 90 MHz) o en un Bruker AC 300 (RMN 'H a 300 MHz y RMN “C a 75 MHz). La cromatografia
ultrarrdpida se realiz6 en un sistema Flash Elute de Elution Solution (PO Box 5147, Charlottesville, Virginia 22905)
cargado con un cartucho de gel de silice de 90 g (40M FSO-0110-040155, 32-63 um) a 20 psi (0,14 MPa)(N,).

El andlisis de CG se realiz6 en un Shimadzu GC-17 equipado con una columna capilar Heliflex (Alltech); fase:
AT-1, longitud: 10 metros, DI: 0,53 mm, pelicula: 0,25 micrémetros. Pardmetros de CG: inyector a 320°C, detector a
320°C, flujo de gas FID: H, a 40 ml/min. Aire a 400 ml/min. Gas portador: relacién de fraccionamiento 16:1, flujo de
N, a 15 ml/min, velocidad de N, a 18 cm/s. El programa de temperatura es 70°C durante 0-3 min, 70-300°C de 3-10
min, 300°C de 10-15 min.

El andlisis por HPLC se realiz6 en una bomba Gilson 322, detector UV/Vis-156 a 360 nm, equipado con una
columna Microsorb MV C8, 100 A, 25 cm. Fase mévil: A = acetonitrilo con 0,1% de TFA, B = agua con 0,1% de
TFA. Programa de gradiente: 95:5 de B:A durante 1 min, luego hasta 20:80 de B:A durante 7 min, luego hasta 100%
de A durante 1 min, seguido de lavado con 100% de A durante 11 min, velocidad de flujo: 1 ml/min.

Ejemplo 1

Clorhidrato de 4-{4-[N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |butil }-N-(2-aminoetil )benzamida (11698)

Acido 4-(4-aminobutil)benzoico (30)

Una disolucién de hidréxido sédico (0,69 g, 17,37 mmol) en agua (30 ml) se afadi6é a una disolucién de 24 (1,2
g, 5,79 mmol) en metanol (30 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 48 h. Entonces, el disolvente se elimind
a presion reducida. Se afiadi6 agua (20 ml) y el pH se ajust6 a 7 con HCI. El sélido blanco precipitado se separd por
filtracion, se lavo con agua y se secé a vacio. El producto bruto 30 (1,39 g) se obtuvo como un sélido blanco y se usé
para la siguiente etapa sin mas purificacion.
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Acido 4-(4-benciloxicarbonilaminobutil)benzoico (31)

Se afiadié hidrogenocarbonato de sodio (0,95 g, 11,32 mmol) a una suspensién de 30 en THF (120 ml), seguido
de agua (10 ml), proporcionando una disolucién transparente. Entonces se afiadi6 cloroformiato de bencilo (1,21 ml,
8,49 mmol) a la mezcla de reaccién a 0°C. Entonces, la mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante la
noche. Después de esto, el disolvente se eliminé a presion reducida. Se afiadi6 acetato de etilo (70 ml) al residuo y la
disolucidn se lavé con HC1 2 N (2 x 30 ml) y agua (2 x 50 ml), luego se secé a vacio. Se obtuvieron 1,82 g (98%) de
31 como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,11 (m, 2H), 1,28 (m, 2H), 2,33 (m, 2H), 3,02 (m, 2H),
5,01 (m, 2H), 7,15 (m, 7H), 7,93 (d 2H).

Ester bencilico de dcido 4-[4-(2-terc-butoxicarbonilaminoetilcarbamoil )fenil |butil }-carbdmico (32)

Se afiadié N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,69 g, 3,36 mmol) a una disolucién de cloruro de metileno fria
(0°C) de 31 (1 g, 3,05 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (0,41 g, 3,05 mmol) bajo una atmdsfera de nitrégeno.
Entonces, la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Se formé un precipitado blanco. El
disolvente se elimind a presién reducida y el residuo se separ6 por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice
40M de 90 g, 3:2 de cloruro de metileno/acetato de etilo) para proporcionar 32 (0,9 g, 63%) como un sélido blanco.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) § 1,70 (m, 11H), 1,94 (m, 2H), 3,23 (m, 2H), 3,72 (m, 2H), 3,82 (m, 2H), 4,08 (m,
2H), 6,19 (s, 2H), 8,61 (m, 1H), 9,04 (m, 7H), 9,61 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido {2-[4-(4-aminobutil)benzoilamino Jetiljcarbdmico (33)

Una suspensién de 32 (0,9 g, 1,92 mmol) con 10% de paladio sobre carbén (0,30 g, himedo) en metanol (50 ml)
se agité durante 2 h a temperatura ambiente bajo presién atmosférica de hidrégeno. Entonces, la mezcla se filtré a
través de una almohadilla de gel de silice. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE,
Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 6:1:0,1 de cloroformo/etanol/hidréxido de amonio concentrado) para
proporcionar 33 (0,405 g, 63%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) § 1,08 (m, 2H), 1,37 (s, 9H),
1,58 (m, 2H), 2,52 (m, 2H), 3,28 (m, 2H), 6,91 (m, 1H), 7,27 (d, 2H), 7,74 (d, 2H), 8,39 (m, 1H).

Ester terc-butilico de dcido [2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }benzoilamino)
etilJcarbdmico (34)

Se afiadieron secuencialmente yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazinoil)-2-metilisotiourea (0,32 g, 0,82
mmol) y trietilamina (0,27 ml, 1,64 mmol) a una disolucién de 33 (0,39 g, 0,82 mmol) en 5 ml de metanol. La
mezcla de reaccion se agitd en el disolvente a ebullicién durante 2 h. El disolvente se evapord y el residuo se separd
por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 6:1:0,1 de cloroformo/etanol/hidréxido de amo-
nio concentrado) para proporcionar 34 (0,39 g, 62%) como un sé6lido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,07
(t, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,52 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 2,66 (m, 2H), 3,10 (m, 2H), 3,28 (m, 2H), 4,39 (m, 1H), 6,65 (s a,
1H), 6,94 (m, 1H), 7,28 (m, 2H), 7,75 (d, 2H), 8,49 (m, 1H). m/z (APCI) = 548 [C,,H;,CIN,O, + H]".

Clorhidrato de N-(2-aminoetil)-4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil}benzamida (35
(11698))

La disolucién de 34 (0,104 g, 0,19 mmol) en una mezcla de metanol/HCI (1:1, 8 ml) se agité a temperatura
ambiente durante 0,5 h; entonces el disolvente se evaporé completamente, proporcionando 0,099 g (100%) de 35
como un s6lido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,60 (m, 4H), 2,69 (m, 2H), 2,98 (m, 2H), 3,33 (m, 2H),
3,52 (m, 2H), 7,32 (d, 2H), 7,90 (d, 2H), 8,23 (s a, 2H), 8,82 (m, 1H), 8,90 (s a, 1H), 9,02 (s a, 1H), 9,37 (m, 1H),
10,57 (s, 1H). m/z (APCI) = 448 [C;oH,CIN,O, + H]*.

Ejemplo 2

Clorhidrato de 4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil}-N-(2-guanidinoetil)benzamida
(11834)

o H
NS s s
H
CIINfLNJLN NH
H H

H,N” N°NH;  HQl
11834
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4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil) guanidino [butil }-N-[2-N”,N "’ -di-(butiloxicarbonilguanidino-
etil [benzamida (36)

Se afiadio trietilamina (0,34 ml, 2,44 mmol) a una suspensién de 35 en metanol (25 ml). La mezcla de reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 20 min; momento en el que la suspension se convirti en una disolucion trans-
parente. Se afiadié N,N’-di-(terc-butoxicarbonil)-N”-trifluorometanosulfonilguanidina (reactivo de Goodman) (0,193
g, 0,489 mmol) a la reaccién. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 6 h adicionales, después
de eso el disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de
gel de silice 40M de 90 g, 6:1:0,1 de cloroformo/etanol/hidréxido de amonio concentrado) para proporcionar 36 (0,18
g, 80%) como un sélido amarillo. RMN "H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,40 (s, 9H), 1,47 (s, 9H), 1,52 (m, 2H), 1,65 (m,
2H), 2,68 (m, 2H), 3,18 (s a, 2H), 3,40 (m, 2H), 3,49 (m, 2H), 6,77 (s a, 2H), 7,30 (d, 2H), 7,75 (d, 2H), 8,50 (s a, 2H).

Clorhidrato de 4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil))guanidino Jbutil }-N-(2-guanidino-etil )benzamida
(37 (11834))

La disolucién de 36 (0,155 g, 0,22 mmol) en una mezcla de metanol/HCl (1:1, 4 ml) se agité a temperatura
ambiente durante 2 h, entonces el disolvente se evapord y el residuo se secé a vacio para proporcionar 0,126 g (100%)
de 37 como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) § 1,54 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 2,68 (m, 2H), 3,35 (s
a, 4H), 7,32 (d, 2H), 7,90 (d, 2H), 8,79 (m, 1H), 8,92 (s a, 1H), 8,90 (s a, 1H), 9,02 (s a, 1H), 9,37 (m, 1H), 10,57 (s,
1H). m/z (APCI) = 490 [C,0HCIN;;, 0, + H]*.

Ejemplo 3

Clorhidrato de N(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-(3-guanidino-2-hidroxipropoxi)fenil [butil }guani-
dina (11975)

0 _AN_N__NH,
C'INIEEE‘E/\/\Q/ \‘J"

HN” "N “NH, - Hal

11975

La sintesis de éster bencilico de acido [4-(4-aliloxifenil)butil]carbamico (38) se describié en los detalles experi-
mentales previamente proporcionados (como el compuesto 30).

Ester bencilico de dcido [4-(4-oxiranilmetoxifenil)butil Jcarbdmico (39)

Se afiadi6 acido 3-cloro-peroxibenzoico (2,46 g, 14,25 mmol) a una disolucién de cloruro de metileno (100 ml) de
38 (1,86 g, 5,48 mmol) y la reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante la noche. Después de esto, el disolvente
se elimind a presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, 8:1:1 de cloruro de
metileno/hexano/acetato de etilo). Para eliminar la mezcla de 4cido benzoico, la disolucién de cloruro de metileno del
producto se lavé secuencialmente con una disolucién acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y agua, luego
se secO sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord para proporcionar 1,4 g (72%) de 39 como un sélido amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CDCl;) § 1,57 (m, 4H), 2,56 (m, 2H), 2,78 (m, 1H), 2,91 (m, 1H), 3,21 (m, 2H), 3,36 (m, 1H),
3,97 (m, 1H), 4,19 (m, 1H), 5,08 (s, 2H), 6,82 (d, 2H), 7,06 (d, 2H), 7,72 (s, 5SH).

Ester bencilico de dcido {4-[4-(3-amino-2-hidroxipropoxi)fenil Jbutil Jcarbdmico (40)

Una disolucién de etanol de 39 (0,86 g, 2,42 mmol) se saturé con amoniaco y se agité durante la noche a tempera-
tura ambiente. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice
40M de 90 g, 6:1:0,1 de cloroformo/etanol/hidr6xido de amonio concentrado) para proporcionar 40 (0,75 g, 87%)
como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,40 (m, 2H), 1,51 (m, 2H), 2,50 (m, 2H), 2,58 (m, 1H),
2,68 (m, 1H), 3,00 (m, 2H), 3,69 (m, 1H), 3,80 (m, 1H), 3,90 (m, 1H), 5,08 (s, 2H), 6,82 (d, 2H), 7,06 (d, 2H), 7,35 (s
a, 5SH).
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Ester terc-butilico de dcido {4-[4-(3-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxipropoxi)-fenil |butiljcarbdmico (41)

El compuesto 41 se preparé de un modo similar a la sintesis del compuesto 25 partiendo del compuesto 40 (0,75
g, 2,03 mmol). Se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 2:1 de hexano/acetato
de etilo) como un sélido blanco (0,8 g, 83%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,45 (s, 9H), 1,57 (m, 4H), 2,58 (m, 2H),
3,20 (m, 2H), 3,31 (m, 2H), 3,94 (m, 2H), 4,10 (m, 1H), 4,73 (s a, 1H), 5,00 (s a, 1H), 5,10 (s, 2H), 6,81 (d, 2H), 7,06
(d, 2H), 7,35 (s a, SH).

Ester terc-butilico de dcido {3-[4-(4-aminobutil)fenoxi]-2-hidroxipropil )carbdmico (42)

Una suspension de 41 (0,8 g, 1,69 mmol) con 10% de paladio sobre carbén (0,40 g, hiimedo) en metanol (30 ml) se
agit6 durante 3 h a temperatura ambiente bajo presion atmosférica de hidrégeno. Entonces, la mezcla se filtr6 a través
de una almohadilla de gel de silice; el disolvente se evapord para proporcionar 42 (0,705 g, 99%) como un sélido
blanco. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,45 (s, 9H), 1,55 (m, 4H), 2,58 (m, 4H), 2,71 (m, 2H), 3,29 (m, 1H), 3,45 (m,
2H), 3,92 (m, 2H), 4,10 (s a, 1H), 5,10 (s a, 1H), 6,81 (d, 2H), 7,08 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido [3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }fenoxi)-2-hidro-
xipropil Jcarbdmico (43)

El compuesto 43 se preparé de un modo similar a la sintesis del compuesto 29 partiendo del compuesto 42 (0,46
g, 1,36 mmol). Se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 6:1:0,1 de clorofor-
mo/etanol/hidréxido de amonio concentrado) como un sélido amarillo (0,37 g, 57%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;)
6 1,38 (s, 9H), 1,58 (s a, 4H), 2,55 (m, 2H), 3,00 (m, 2H), 3,08 (m, 2H), 3,33 (m, 2H), 3,82 (m, 3H), 5,13 (s a, 1H),
6,85 (d, 2H), 7,10 (d, 2H), 7,46 (s a, 2H).

N-{4-[4-(4-Amino-2-hidroxipropoxi)fenil Jbutil }-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina (44)

La base libre del compuesto 44 se prepar6 de un modo similar a la sintesis del compuesto 28 partiendo del com-
puesto 43 (0,18 g, 0,33 mmol) y se purific por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g,
2:1:0,1 de cloroformo/etanol/hidréxido de amonio concentrado) para proporcionar la base libre producto como un sé-
lido amarillo. Entonces se traté con 3% de HCI. El disolvente se evapord y el residuo se sec6 a vacio para proporcionar
0,125 g (73%) del compuesto 44. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,58 (s a, 4H), 2,55 (m, 2H), 2,84 (s a, 1H), 3,03
(s a, 1H), 3,34 (s a, 2H), 3,94 (m, 2H), 5,13 (s a, 1H), 6,85 (d, 2H), 7,13 (d, 2H), 8,13 (s a, 2H), 8,90 (s a, 1H), 9,00 (s
a, 1H), 9,34 (s a, 1H), 10,56 (s, 1H).

N-(3,5-Diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-(3-(N”,N " -di-terc-butiloxicarbonil)-guanidino )-2-hidroxi-
propoxi)fenil ]-butil }-guanidina (45)

Se afiadid trietilamina (0,30 ml, 2,14 mmol) a una disolucién de 44 en metanol (10 ml) seguido de la adicién de
N,N’-di-(terc-butoxicarbonil)-N ”-trifluorometanosulfonil-guanidina (reactivo de Goodman) (0,169 g, 0,4295 mmol).
La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. Después de esto, el disolvente se elimind a presién
reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 6:1:0,1 de
cloroformo/etanol/hidréxido de amonio concentrado) para proporcionar 45 (0,154 g, 78%) como un sélido amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,47 (s, 9H), 1,52 (s, 9H), 1,66 (s a, 4H), 2,58 (m, 2H), 3,23 (s a, 2H), 3,48 (m, 1H),
3,70 (m, 1H), 3,95 (m, 2H), 4,09 (m, 1H), 6,88 (d, 2H), 7,10 (d, 2H).

Clorhidrato de N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-(3-guanidino-2- hidroxipropoxi)fenil [ bu-
til}guanidina (46)

Una disolucién de 45 (0,134 g, 0,19 mmol) en acido clorhidrico concentrado se agité a temperatura ambiente
durante 0,5 h. Entonces, el disolvente se evapord y el residuo se secé a vacio para proporcionar 0,108 g (99%) de 46
como un sélido amarillo. RMN "H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,60 (s a, 4H), 2,52 (s a, 1H), 3,28 (m, 1H), 3,36 (m, 2H),
4,91 (s, 2H), 6,88 (d, 2H), 7,12 (d, 2H), 7,79 (m, 1H), 8,92 (s a, 1H), 9,03 (s a, 1H), 9,37 (m, 1H), 10,57 (s, 1H). m/z
(APCI) = 493 [C20H29C1N1003 + H]+
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Ejemplo 4

N-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-[4-(4-bis(metanosulfonil jaminofenil )butil |guanidina (10316)

0=|S=0
N_ 4

2
o NH S
/ ~
7 H N
TS
N
10316

Ester terc-butilico de dcido [4-(4-nitrofenil)but-3-inil Jcarbdmico (51)

A una mezcla de THF anhidro y trietilamina (20 ml, 1/1) se afiadieron secuencialmente 1-yodo-4-nitrobenceno
(2,0 g, 8,032 mmol) y yoduro de cobre (I) (0,31 g, 1,606 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
15 min. El matraz se evacud y se volvié a llenar con argén cuatro veces para garantizar que no quedaba oxigeno.
El catalizador, diclorobis(trifenilfosfina)-paladio (II) (0,56 g, 0,803 mmol) se afiadié a la mezcla bajo proteccion de
argon, seguido de la adicion de éster terc-butilico de dcido but-3-inil-carbamico (1,62 g, 9,638 mmol). La mezcla
de reaccidn recientemente formada se agité adicionalmente a temperatura ambiente durante la noche. El sélido en la
mezcla de reaccién se filtré a vacio. El filtrado se concentrd. El residuo se volvié a disolver en cloruro de metileno y
se purific6 por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de acetato de etilo (0-10%) y hexanos (100-90%)
para proporcionar 2,08 g (89%) del producto 51 como un sélido naranja. RMN 'H (CDCly) 6 1,46 (s, 9H), 2,66 (t, J =
6,5 Hz, 2H), 3,36-3,43 (m, 2H), 4,86 (s a, 1H), 7,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,16 (d, J = 8,7 Hz, 2H). m/z (APCI) = 291
[C15H13N204 + H]+, 191 [C]5H18N204 - Boc + H]+

Ester terc-butilico de dcido [4-(4-aminofenil)butil Jcarbdmico (52)

A una disolucién del compuesto 51 (2,01 g, 6,923 mmol) en etanol (50 ml) se afiadié 10% de paladio sobre carbén
(737 mg, himedo) en una porcién bajo proteccion de argén. El matraz se evacud y se volvié a llenar con argoén tres
veces (para eliminar el oxigeno) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche bajo una atmdsfera
de hidrégeno. Entonces, el sistema de reaccion se purgd con nitrégeno y el catalizador se filtré a vacio y se lavé con
etanol (2 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd
por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de acetato de etilo (0-25%) y hexanos (100-75%) para
proporcionar 1,75 g (96%) del producto 52 como un aceite viscoso incoloro. RMN 'H (CDCl;) 6 1,44 (s, 9H), 1,47-
1,64 (m, 4H), 2,50 (t,J = 7,1 Hz, 2H), 3,08-3,14 (m, 2H), 3,57 (s a, 2H), 4,55 (s a, 1H), 6,62 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,95
(d, J = 8,2 Hz, 2H). m/z (APCI) = 265 [C,5sH»,N,0, + H]*.

Ester terc-butilico de dcido de 4-{4-[bis(metanosulfonil)amino [fenil}butilcarbdmico (53)

El compuesto 52 (0,16 g, 0,605 mmol) se disolvié en THF anhidro (5 ml). A la disolucién transparente se afladie-
ron secuencialmente trietilamina (0,18 ml, 1,21 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (15 mg, 0,121 mmol). La mezcla se
enfrié a aproximadamente -10°C durante 15 min mediante un bafio de metanol-hielo. A la disolucién fria se afiadid
lentamente cloruro de metanosulfonilo (51 ul). La disolucién se agité adicionalmente a la temperatura (aproximada-
mente -10°C) durante 30 min adicionales, luego se dejo calentar lentamente a temperatura ambiente eliminando el
bafio de refrigeracién. La mezcla de reaccidn se concentrd a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia
sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de acetato de etilo (0-35%) y hexanos (100-65%) para proporcionar 0,212
g (83%) del producto 53 como un sélido blanco. RMN 'H (CDCl;) 6 1,44 (s, 9H), 1,52-1,70 (m, 4H), 2,68 (t, ] = 7,4
Hz, 2H), 3,13-3,18 (m, 2H), 3,40 (s, 6H), 4,53 (s a, 1H), 7,27 (s, 4H). m/z (APCI) = 321 [C;;HxxN,04S; - Boc + H]".

4-[4-Bis(metanosulfonil )Jamino )fenil Jbutilamina (54)

Una disolucién del compuesto 53 (0,21 g, 0,499 mmol) disuelta en cloruro de metileno (10 ml) se trat6 con dcido
trifluoroacético (1 ml) a temperatura ambiente durante 2 horas, luego se concentré a vacio. El residuo se recogié en
metanol (2 ml) y se concentré de nuevo a presidn reducida. El procedimiento se repitid tres veces para garantizar que
no quedaba 4cido trifluoroacético residual. El producto se secé completamente a vacio y se usé directamente para
la siguiente reaccién sin mas purificaciéon. Se obtuvieron 0,196 g (100%) del compuesto 54 como un aceite viscoso
incoloro. RMN '"H (DMSO-d¢) 6 1,50-1,72 (m, 4H), 2,65 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,84-2,89 (m, 2H), 3,51 (s, 6H), 7,33 (d,
J=8,3 Hz, 2H), 7,42 (d, J = 8,3 Hz, 2H). m/z (APCI) = 321 [C|,H,,N,0,S, + H]*.
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N-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-[4-(4-bis(metanosulfonil)-aminofenil )butil Jguanidina (55, 10316)

El compuesto 54 (0,095 g, 0,296 mmol) se mezcl6 con etanol (5 ml). La mezcla se calenté a 65°C durante 15 min
para lograr la disolucién completa. A la disolucion transparente se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina
(0,26 ml, 1,48 mmol) y yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazinoil)-2-metilisotiourea (0,127 g, 0,326 mmol).
La mezcla se calent6 a la misma temperatura durante 1,5 horas adicionales y posteriormente se concentrd a vacio. El
residuo se purific6 por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio concentrado
(0-1%), metanol (0-10%) y cloruro de metileno (100-89%) para proporcionar 0,113 g (72%) del producto 55 como un
s6lido amarillo claro. P.f. 174-176°C (descompuesto). RMN 'H (DMSO-d,) 6 1,48-1,68 (m, 4H), 2,64-2,69 (m, 2H),
3,12-3,25 (m, 2H), 3,51 (s, 6H), 6,65-6,78 (s a, 3H), 7,31 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 9,05 (s a, 2H).
m/z (APCI) = 533 [CsH,sCINgOsS, + H]*.

Ejemplo 5

Clorhidrato de N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-(2-clorotrimetilamonio)etoxifenil Jbutil } guani-
dina (11223)

o) ¢t
O NH T N-CH,
CI\ N X HyC ™ cr
Y NN
T XN
H,N° N° NH; - HCI
11223

Ester bencilico de dcido {4-[4-(2-dimetilaminoetoxi)fenil butiljcarbdmico (62)

Una mezcla de éster bencilico de 4dcido [4-(4-hidroxifenil)butil]carbamico (1,5 g, 5 mmol), clorhidrato de 2-dime-
tilaminocloroetano (1,4 g, 10 mmol), carbonato de potasio (2,76 g, 20 mmol) y éter 18-corona-6 (154 mg, 0,58 mmol)
se agit6 a 80°C (bafio de aceite) durante 18 h. Después de este tiempo, el disolvente se eliminé a presién reducida
y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 10:1:0,1 de clorofor-
mo/metanol/hidréxido de amonio concentrado) para proporcionar 62 (1,1 g, 61%) como un sélido blanco. RMN 'H
(300 MHz, CDCl,) 6 1,56 (m, 4H), 2,32 (s, 6H), 2,56 (m, 2H), 2,71 (t, 2H), 3,18 (m, 2H), 4,04 (t, 2H), 4,78 (s a, 1H),
5,08 (s, 2H), 6,83 (d, 2H), 7,06 (d, 2H), 7,35 (m, SH).

4-[4-(2-Dimetilaminoetoxi)fenil [butilamina (63)

La amina protegida 62 (0,552 g, 1,5 mmol) se agit6 con 10% de paladio sobre carb6n (0,127 g, himedo) en
metanol (50 ml) a temperatura ambiente durante 3,5 h bajo hidrégeno (1 atm (0,10 MPa)). Después de este tiempo,
el catalizador se separ6 por filtracion y el disolvente se eliminé a presion reducida para dar la amina libre 63 (0,27 g,
77%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,55 (m, 4H), 2,32 (s, 6H), 2,54 (m, 2H), 2,75 (m, 2H),
4,02 (m, 2H), 6,78 (d, 2H), 7,08 (d, 2H).

1-terc-Butiloxicarbonil-3-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (64)

Se anadi6 4-dimetilaminopiridina (87 mg, 0,7 mmol) a una disolucién con agitacién de dicarbonato de di-ferc-
butilo (0,8 g, 3,6 mmol) y yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazinoil)-2-metilisotiourea (1,14 g, 0,5 mmol) en
THF/trietilamina (62 ml, 30/1). Entonces, la mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 48 h. Después
de este tiempo, el disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel
de silice, 1:1 de acetato de etilo/hexanos) para dar la isotiourea protegida 64 (0,34 g, 32%) como un polvo amarillo.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,51 (s, 9H), 2,30 (s, 3H), 7,40 (s a, 4H).

N-terc-Butiloxicarbonil-N’-(3,5 - diamino - 6 - cloropirazin - 2 - carbonil)-N - {4-[4-(2 - dimetilaminoetoxi) fenil ] bu-
til}guanidina (65)

Una suspension del compuesto 63 (0,22 g, 0,93 mmol) y 64 (0,33 g, 0,92 mmol) en THF/trietilamina (11 ml,
10/1) se agit6 a temperatura ambiente durante 48 h. Después de este tiempo se formé una disolucién transparente. El
disolvente se elimind a presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, 10:1:0,1
de cloroformo/metanol/hidr6xido de amonio concentrado) para proporcionar la guanidina 65 (0,3 g, 60%) como un
s6lido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,42 (s, 9H), 1,55 (m, 4H), 2,19 (s, 6H), 2,58 (m, 4H), 3,99 (m,
2H), 6,83 (d, 2H), 7,12 (d, 2H), 7,40 (s a, 2H), 9,02 (m, 2H).
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N-terc-Butiloxicarbonil-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N - {4-[4-(2-yodotrimetilamonioetoxi)fenil |
butil}guanidina (66)

Se afiadié yodometano (30 ul, 0,49 mmol) a una suspensién de 65 (0,29 g, 0,52 mmol) en THF (50 ml). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. Después de este tiempo, se afiadi6 THF adicional (7 ml)
y la agitacion continué durante 2 d para dar una disolucidn transparente. El disolvente de la disolucién resultante se
eliminé a presion reducida. El residuo se lavé con THF (2 x 5 ml) y se sec para proporcionar la sal 66 (0,22 g, 32%)
como un polvo amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d,) 6 1,42 (s, 9H), 1,56 (m, 4H), 2,58 (m, 2H), 3,15 (s, 9H),
3,75 (m, 2H), 4,42 (m, 2H), 6,92 (d, 2H), 7,18 (d, 2H), 7,36 (s a, 2H), 9,02 (m, 1H).

Cloruro de [2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }fenoxi)etil |-trimetilamonio (67,
11223)

Se afiadié 4cido trifluoroacético (2 ml) a la guanidina protegida 66 (0,092 g, 0,13 mmol). La mezcla de reaccién
se agit6 a temperatura ambiente durante 15 min. El disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo se lavé con
acetato de etilo (2 x 1 ml) y se sec6 a vacio. El sélido seco obtenido se traté con una disolucién acuosa de hidréxido
de amonio (15%, 1 ml). El precipitado formado se recogid por centrifugacion y se lavé con agua fria (1 ml). El sélido
restante se disolvié en 10% de 4cido clorhidrico y entonces el disolvente se eliminé a presién reducida. El sélido
amarillo resultante se secé a vacio para dar el compuesto 67 (0,055 g, 82%). RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,68 (s a,
4H), 2,65 (m, 2H), 3,35 (m, 2H), 3,83 (m, 2H), 4,46 (m, 2H), 4,95 (s, 9H), 6,96 (d, 2H), 7,18 (d, 2H), 9,25 (s a, 1H).
m/Z (APCI) =499 [C21H32C12N302 + H]+

Actividad de bloqueo de los canales de sodio

Los compuestos mostrados en las tablas a continuacién se probaron para la potencia en epitelios bronquiales ca-
ninos usando el ensayo in vitro descrito anteriormente. En este ensayo también se prob6 la amilorida como control
positivo. Los resultados para los compuestos de la presente invencién se presentan como valores de veces de poten-
ciacién respecto a la amilorida.

Ejemplo 6
O NH x
CI_N y JLN,\NO-OCH,CH—-Y
IOGE:
HoN” TN” NH,
X= Y= Veces de amilorida*
-NHCO, + -CO,CH, 29,4 + 10 (5)
I I INH, -CO,H 17,2 + 5,8 (4)
I I I NH, -CO,CH, 21,1 + 14,1 (2)
I I I I NH, -CONH,
* Potencia relativa para amilorida = 665
nM.
** Potencila relativa para FQ552 = 100

usando CI,, a partir de 552 en la misma
ejecucidn.

x*% 3°° ]gvado

(a) Base de datos antigua

(b) ND = No disponible

(c) 1 de 5 estd muy distante (252)
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Ejemplo 7
o NH
OCH,CH,X
s Ay~ A H-ocuscn,
1 H H
HaN” “N” TNH,
X= Veces de amilorida*
N (CH,), 25,3 + 2,3 (3)
N®(cH,), 39,4 + 0,3 (2)
* Potencia relativa para amilorida =
665 nM.
** Potencia relativa para FQ552 = 100
usando CI,, a partir de 552 en la misma
ejecucidn.
**x% 3 1avado
a La guanidina estd acilada
Ejemplo 8
i
N Z—R
Cl | N N N/\/\/@'_
J H H
H3N N NHa
R=\Z= NH (C=0) CH,CH,R
NH,
Xamilorida 86,2 + 30,1 170
R=\Z= O
CNHCH,CH:-R
NH
i
-NHCNH;
Xamilorida 182,3 + 106,3 (12) 139,7 + 62,4
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Ejemplo 9

ES 2321100 T3

Esquema 1

Sintesis de PSA 11041

,0/\/\/“"0"
HO

0

Meo)ké/\OH DIAD/PPh,
NHCPM |  THF
':'"C"" 101
() TFA | (2)Boc)0

CH,Cly/H,0 | EyN/CH,Cl,

0 O/\/\,Nﬂcu
Meo’u\;/\o
NHBoc 102

Hy/PU/C
McOH

I f’\ ie DIEA/EIOH

NH,

IR A

l TFA/CH;Cl,
H3N

M‘OJ'\/\ ,©/\/\/ NH O

105, PSA 11041
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Sintesis de éster metilico de dcido 2-amino-3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |bu-
til }fenoxi)propionico (PSA 11041)

Y fL M/Q V\‘rO\

NH,
PSA 11041

Ester metilico de dcido 3-[4-(4-benciloxicarbonilaminobutil fenoxi]-2-(tritilamino )propionico (1)

Se combind éster metilico de N-tritil-L-serina (1,60 g, 5,34 mmol) comercialmente disponible con trifenilfosfina
(1,28 g, 4,88 mmol) y éster bencilico de acido [4-(4-hidroxifenil)butil]Jcarbdmico (2,0 g, 6,68 mmol) en benceno
(40 ml) a temperatura ambiente. Se afladié gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo (0,958 ml, 4,86 mmol) y la
reaccion se agit6 durante 14 dias. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia
en columna (gel de silice, eluyente: 6:1 v/v de diclorometano/acetato de etilo) para proporcionar el compuesto 101
(2,22 g, 51%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 7,52 (m, 6H), 7,39-7,14 (m, 14H), 7,06 (d, 2H), 6,79 (d, 2H), 5,09(s,
2H), 4,72 (m, 1H), 4,24 (m, 1H), 4,01 (m, 1H), 3,72 (m, 1H), 3,22 (s, 3H), 3,18 (m, 2H), 2,88 (d, 1H), 2,57 (m, 2H),
1,66-1,48 (m, 4H). R= 0,91 (5:1 v/v de diclorometano/acetato de etilo).

Ester metilico de dcido 3-[4-(4-benciloxicarbonilaminobutil )fenoxi]-2-terc-butoxicarbonilamino-propiénico (102)

El compuesto 101 (2,22 g, 3,45 mmol) se disolvié en una mezcla de diclorometano/agua (25 ml/0,5 ml), luego
se afladi6 4cido trifluoroacético (0,75 ml, 10,0 mmol) y la reaccién se agité durante 2 h. El disolvente se elimind a
presién reducida y el residuo se disolvié en diclorometano (25 ml) y se trat6 con trietilamina (0,72 ml, 5,12 mmol) y
dicarbonato de di-terc-butilo (0,829 g, 3,79 mmol) durante 72 h. La eliminacién de los disolventes a presién reducida
seguida por cromatografia en columna (gel de silice, eluyente: 9:1 v/v de diclorometano/acetato de etilo) proporciond
el compuesto 102 (0,90 g, 52%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) § 7,34 (m, 5H), 7,07 (d, 2H), 6,79 (d, 2H), 5,50 (d, 1H),
5,10 (s, 2H), 4,68 (m, 2H), 4,38 (m, 1H), 4,17 (m, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,20 (m, 2H), 2,57 (m, 2H), 1,67-1,48 (m, 4H),
1,45 (S, 9H). m/Z (APCI) 401 [C27H36N207 - Boc + H]+.

Ester metilico de dcido 3-[4-(4-aminobutil )fenoxi|-2-terc-butoxicarbonilaminopropionico (103)

El compuesto 102 (505 mg, 1,00 mmol) se disolvié en metanol (20 ml) y se anadié 10% de paladio sobre carbon
(100 mg). El matraz se evacud, se llené con gas hidrégeno bajo presidn con globo y se agité durante la noche. La
filtracién a través de Celite para eliminar el catalizador seguida de eliminacién del disolvente a presién reducida
proporciond el compuesto 103 (366 mg, 98%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 7,08 (d, 2H), 6,80 (d, 2H), 5,51 (d, 1H),
4,66 (m, 1H), 4,38 (m, 1H), 4,17 (m, 1H), 3,78 (s, 3H), 2,73 (m, 2H), 2,58 (m, 2H), 1,90 (s a, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,50
(m, 2H), 1,48 (s, 9H).

Ester metilico de dcido 2-terc-butoxicarbonilamino-3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidi-
no Jbutil }fenoxi)propionico (104)

El compuesto 103 (366 mg, 0,99 mmol) se disolvié en etanol (8 ml), luego se afiadieron diisopropiletilamina (0,86
ml, 4,9 mmol) y yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-metil-isotiourea (407 mg, 1,04 mmol) y la reaccién
se calentd hasta 65°C durante 1,5 h. Los disolventes se eliminaron a presion reducida y el residuo se purificé por
cromatograffa en columna (gel de silice, eluyente: 90:10:1 v/v de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio conc.)
para proporcionar el compuesto 104 (215 mg, 37%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 9,13 (m, 1H), 8,89 (m, 1H),
8,70 (m, 1H), 7,45 (m, 4H), 7,13 (d, 2H), 6,85 (d, 2H), 4,43 (m, 1H), 4,17 (m, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,30 (m, 2H), 2,90
(m, 1H), 2,56 (m, 2H), 1,58 (m, 4H), 1,40 (s, 9H). m/z (APCI) 579 [C,sH3sCINgOs + H]*. Ry = 0,65 (85:15:1 de
diclorometano/metanol/hidréxido de amonio conc.).

Ester metilico de dcido 2-amino-3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }fenoxi)pro-
pionico (105, PSA 11041)
El compuesto 104 (40 mg, 0,069 mmol) se disolvié en diclorometano (3 ml) y se traté con acido trifluoroacético

(1,5 ml) durante 30 min. La eliminacién de los disolventes a presion reducida seguida por cromatografia en columna
(gel de silice, eluyente: 85:15:1 v/v de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio conc.) proporcioné el compuesto
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105 (28 mg, 84%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 9,06 (m, 1H), 7,11 (d, 2H), 6,82 (m, 4H), 4,06 (m, 2H), 3,74
(m, 1H), 3,65 (s a, 3H), 3,17 (m, 2H), 2,55 (m, 2H), 1,55 (m, 4H). m/z (APCI) 479 [C, H,,CIN;O,4 + H]*. R; = 0,46
(85:15:1 de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio conc.).

Ejemplo 10

Esquema 2

Sintesis de PSA 10941

H,N NI
o O

105, PSA 11041

NaOH 1N

THF/H,0

106, PSA 10941

Sintesis de dcido 2-amino-3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino |butil }fenoxi)propionico
(60, PSA 10941)

NH,
PSA 10941

El compuesto 105 (175 mg, 0,302 mmol) se disolvié en una mezcla de tetrahidrofurano/agua (5 ml/2,5 ml) y se
traté con NaOH 1 N (0,75 ml, 0,75 mmol) durante 1 h. Los disolventes se eliminaron a presién reducida y el residuo
se disolvié en una cantidad minima de agua, se trat6 con HCI 2 N para precipitar el producto, luego se filtré para
recoger el producto. El s6lido se suspendi6 en diclorometano (3 ml) y se trat6 con dcido trifluoroacético (3 ml) durante
1 h. La eliminacion de los disolventes a presion reducida seguida de cromatografia en columna (gel de silice, eluyente:
80:20:1 v/v de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio conc. para empezar, luego cambio a 6:3:1 v/v para obtener
el producto) proporcioné el compuesto 106 (70 mg, 49%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 7,78 (m a, 4H), 7,13 (d,
2H), 6,88 (d, 2H), 6,67 (m, 2H), 4,28 (m, 1H), 4,11 (m, 1H), 3,53(m, 1H), 3,16 (m, 2H), 2,56 (m, 2H), 1,55 (m, 4H).
mlz (APCI) 465 [C,yH,sCINgO, + H]J*.
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Ejemplo 11

ES 2321100 T3

Esquema 3

Sintesis de PSA 17587 y PSA 17588

HO\/\rCO;H

NH,

T™S-CI
MeOH

HO CO;Me
NH, «HCl
107

Boc,O, DMAP
i-Pr,NEt, THF

HO\/\rCOzMe

NHBoc
108

20%
(a partir de hemoserina)

CBI", PPhJ
CH,Cl,

Br\/\rco,m

NHBoc
109

’\/\Q/OH KZCOJU DMF’ 70°c
CbzHN 83%
0\/YC02M¢

NH,
McOH

Cbzl{N’\/\/@/ NHBoc
111

63%
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Sintesis de clorhidrato de éster metilico de dcido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-gua-
nidino Jbutil }fenoxi)butirico (PSA 17587)

0
LI ’\/\/@ O\A(‘LOMQ
paR "
=z «2HCI

PSA 17587

cl
X
H,N

N~ "NH,

Clorhidrato de éster metilico de dcido 2-amino-4-hidroxibutirico (70)

Se puso una suspensiéon de DL-homoserina (1,00 g, 8,39 mmol) en metanol (40 ml) en un bafio de hielo. Se afiadié
gota a gota cloruro de trimetilsililo (2,34 ml, 18,5 mmol) mediante una jeringa. La mezcla de reaccion se volvid
gradualmente homogénea y se agité adicionalmente a ta durante 14 h, se concentré6 mediante evaporacién rotatoria y
se seco adicionalmente bajo alto vacio. El aceite bruto asi obtenido se us6 para la siguiente etapa sin més purificacion.
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 2,00-2,24 (m, 2H), 3,70-3,80 (m, 2H), 3,85 (s, 3H), 4,12-4,22 (m, 1H). m/z (ESI) 134
[CsH;;NO; + H]*.

Ester metilico de dcido 2-terc-butoxicarbonilamino-4-hidroxibutirico (80)

Se suspendi6 clorhidrato de éster metilico de dcido 2-amino-4-hidroxibutirico (70) en THF anhidro (15 ml) y se
puso en un bafio de hielo. Se afiadi6 diisopropiletilamina (2,92 ml, 16,8 mmol) mediante jeringa, seguido de la adicién
de DMAP (205 mg, 1,68 mmol) y Boc,O (3,85 g, 17,6 mmol). La mezcla se agité a 0°C durante 10 min y a temperatura
ambiente durante 14 h. El disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo se recogié en acetato de etilo (100 ml),
se lavo con agua (30 ml x 2) y salmuera (40 ml), se secé sobre sulfato de sodio y se concentré. El aceite incoloro (1,96
g) se usO para la siguiente etapa sin mas purificacion. RMN 'H (300 MHz, CDCIl;) 6 1,45 (s, 9H), 2,05-2,28 (m, 2H),
3,68-3,75 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 4,08-4,15 (m, 1H), 5,30-5,41 (m, 1H). m/z (ESI) 234 [C,,H;t,NOs + H]*.

Ester metilico de dcido 4-bromo-2-terc-butoxicarbonilaminobutirico (90)

Una disolucién de trifenilfosfina (2,20 g, 8,39 mmol) en CH,Cl, seco (20 ml) se afiadié gota a gota mediante
jeringa a una disolucién de éster metilico de N-Boc-homoserina 80 (8,39 mmol) y tetrabromuro de carbono (4,18 g,
12,60 mmol) en CH,Cl, seco (20 ml). La disolucién oscura resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 16 h. Se
afladieron hexanos y los precipitados se eliminaron mediante filtracién con succién. El filtrado se concentré a presion
reducida y se sometié a cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice usando acetato de etilo/hexanos (1:10
v/v, luego 1:6 v/v) para dar el producto deseado 90 como un aceite amarillo (501 mg, rendimiento global del 20% a
partir de homoserina). RMN "H (300 MHz, CDCl;) 6 1,45 (s, 9H), 2,12-2,48 (m, 2H), 3,39-3,47 (m, 2H), 3,78 (s, 3H),
4,33-4,48 (m, 1H), 5,10-5,22 (m, 1H). m/z (ESI) 296 [C,,H;sBrNO, + H]*.

Ester metilico de dcido 4-[4-(4-benciloxicarbonilaminobutil fenoxi|-2-terc-butoxicarbonilamino-butirico (100)

Se afiadié carbonato de potasio (935 mg, 6,77 mmol) en una porcion a una disoluciéon de 4-[4-
(benciloxicarbonilamino)butil]fenol (506 mg, 1,69 mmol) y bromuro de N-Boc 90 (501 mg, 1,69 mmol) en DMF
anhidra (10 ml). La mezcla de reaccién se agité a 70°C (bafio de aceite) durante 14 h, se enfri6 a temperatura ambiente
y se diluy6 con acetato de etilo (100 ml) y hexanos (20 ml). La mezcla se lavé con agua (4 x 20 ml) y salmuera (40
ml) y se concentré a presion reducida. La cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice usando acetato de
etilo/CH,Cl, (1:25, 1:20, v/v) dio el producto deseado 100 como un aceite amarillo denso (718 mg, rendimiento del
83%). RMN 'H (300 MHz, CDCL,) 6 1,44 (s, 9H), 1,48-1,68 (m, 4H), 2,12-2,38 (m, 2H), 2,48-2,60 (m, 2H), 3,10-3,24
(m, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,97-4,06 (m, 2H), 4,41-4,52 (m, 1H), 4,70 (s a, 1H), 5,09 (s, 2H), 5,25-5,37 (m, 1H), 6,70-6,80
(m, 2H), 6,95-7,09 (m, 2H), 7,30-7,38 (m, 5SH). m/z (ESI) 515 [C,sH3;sN,O, + H]*.

Ester bencilico de dcido {4-[4-(3-terc-butoxicarbonilamino-3-carbamoilpropoxi)fenil Jbutil}carbdmico (110)

Se afiadié amoniaco (7 M en metanol, 20 ml) a una disolucién de éter metilico de N-Boc 100 (718 mg, 1,40 mmol)
en metanol (5 ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente en un tubo cerrado herméticamente durante 40 h. La
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mezcla se concentré mediante evaporacidn rotatoria y se purificé por cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de
silice usando metanol/diclorometano (1:30, 1:20, v/v) para dar la amida 110 deseada como un sélido blanco (436 mg,
rendimiento del 63%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) § 1,45 (s, 9H), 1,48-1,68 (m, 4H), 2,09-2,32 (m, 2H), 2,48-2,61
(m, 2H), 3,08-3,25 (m, 2H), 3,97-4,20 (m, 2H), 4,30-4,45 (m, 1H), 4,75 (s a, 1H), 5,09 (s, 2H), 5,48-5,58 (m, 1H),
5,62 (s a, 1H), 6,38 (s a, 1H), 6,75-6,85 (m, 2H), 6,99-7,10 (m, 2H), 7,28-7,40 (m, SH). m/z (ESI) 500 [C,;H3;N;0¢ +
H]*.

Ester terc-butilico de dcido {3-[4-(4-aminobutil)fenoxi]-1-carbamoilpropil}carbdmico (120)

Una mezcla de N-Cbz-amida 110 (436 mg, 0,873 mmol) y catalizador de Pearlman (100 mg) en metanol (10 ml) y
diclorometano (10 ml) se agit6 bajo hidrégeno atmosférico durante 18 h. El catalizador se eliminé mediante filtracién
con succién sobre Celite y el filtrado se concentrd para dar un aceite incoloro (318 mg, rendimiento bruto del 100%).
El producto bruto 120 se usé para la siguiente etapa sin mds purificacién. m/z (ESI) 366 [C;sH3 N;O4 + H]*.

Ester terc-butilico de dcido [I1-carbamoil-3-(4-{4-[N’~(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino J-bu-
til })fenoxi)propil Jcarbdamico (130)

Una disoluciéon de N-Boc-amina 120 (318 mg, 0,873 mmol) y diisopropiletilamina (0,30 ml, 1,75 mmol) en etanol
absoluto (8 ml) se agité a 70°C durante 5 min después de que se afiadiera yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-
2-carbonil)-2-metilisotiourea (441 mg, 1,13 mmol) en una porcién. La mezcla de reaccidn se agitd a esa temperatura
durante 2,5 h y se enfri6 a temperatura ambiente. Se concentré mediante evaporacién rotatoria y se purificé por cro-
matografia ultrarrdpida en columna de gel de silice usando diclorometano/metanol/hidréxido de amonio concentrado
(200:10:0, 200:10:1, 150:10:1 y 100:10:1, v/v) para dar el producto deseado 130 como un sélido amarillo (470 mg,
rendimiento del 93%). m/z (ESI) 578 [C,sH3sCINoOs + H]".

Diclorhidrato de éster metilico de dcido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |
butil}fenoxi)butirico (140, PSA 17587) y diclorhidrato de 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-car-
bonil)guanidino [butil }fenoxi)-butiramida (150, PSA 17588)

Una disolucién de N-Boc-amida 130 y HCI (4 M en dioxano, 3 ml) en metanol (6 ml) se agité a temperatura
ambiente durante 14 h y luego se evaporé a sequedad a vacio. Cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice
usando diclorometano/metanol/hidréxido de amonio concentrado (200:10:0,200:10:1, 150:10:1, 100:10:1 y 100:10:2,
v/v) para dar éster metilico de 4cido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]butil } -
fenoxi)butirico (elucién rdpida, 313 mg, rendimiento del 78%) y 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-
carbonil)guanidino]butil } fenoxi)butiramida (elucién lenta, 70 mg, rendimiento del 18%).

Se disolvi6 éster metilico de acido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]bu-
til }fenoxi)butirico en metanol y se traté con 3 gotas de HCI acuoso 4 N y luego la mezcla se concentré inmediatamente
a vacio. Se coevaporé adicionalmente con agua y se secé a 40°C bajo alto vacio durante 16 h para dar 140. RMN 'H
(300 MHz, CD;0D) ¢ 1,62-1,78 (m, 4H), 2,35-2,45 (m, 2H), 2,59-2,69 (m, 2H), 3,33-3,40 (m, 2H), 3,84 (s, 3H), 4,09-
4,18 (m, 2H), 4,24-4,32 (m, 1H), 6,80 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,08 (d, J= 8,6 Hz, 2H). m/z (ESI) 493 [C,H,,CINsO, +
HJ*. Pf. 88-90°C.

Se disolvié 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]butil }fenoxi)butiramida en
metanol y se traté con 3 gotas de HCI acuoso 4 N y luego la mezcla se concentrd inmediatamente a vacio. Se coevapord
adicionalmente con agua y se sec6 a 40°C bajo alto vacio durante 16 h para dar 150. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) &
1,60-1,78 (m, 4H), 2,00-2,30 (m, 2H), 2,55-2,65 (m, 2H), 3,31-3,38 (m, 2H), 3,70-3,78 (m, I H), 4,05-4,12 (m, 2H),
6,86 (d, J= 8,6 Hz, 2H), 7,12 (d, J = 8,6 Hz, 2H). m/z (ESI) 478 [CyH,sCIN,O; + H]*. P.f. 128-130°C.
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Sintesis de dcido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino |butil }fenoxi)butirico (PSA

17666)

X o

N

NH,

ES 2321100 T3

Esquema 4

Sintesis de PSA 17666

140

LiOH, THF/MeOH/H,0
Columna Dowex 50WX8-200 70%

' r“n

NH;,

«2HCI

PSA 17666

COMe
S R

COH
\/THQ

Q NH OV\HJ\OH
ClIN\)\)LHJLH NH,
H,N” N7 SNH, *2HCI

PSA 17666

Se disolvi6 éster metilico de acido 2-amino-4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]bu-
til }fenoxi)butirico (140) (110 mg, 0,223 mmol) en una mezcla de metanol (1 ml)/THF (1 ml)/agua (1 ml). Se afiadié
hidréxido de litio monohidratado (14 mg, 0,334 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente duran-
te 16 h antes de concentrarse a vacio. El residuo resultante se diluyé con agua (1 ml), se acidific6 hasta pH 2 con HC1
acuoso 1 N y se purific a través de una resina de intercambio ibnico DOWEX 50WX 8-200 eluyendo con 10% de
hidréxido de amonio acuoso. El producto deseado se obtuvo como un sélido amarillo (75 mg, rendimiento del 70%).
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,55-1,78 (m, 4H), 2,10-2,45 (m, 2H), 2,52-2,65 (m, 2H), 3,30-3,35 (m, 2H), 3,65-
3,75 (m, 1H), 4,05-4,15 (m, 2H), 6,85 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,10 (d, J = 8,5 Hz, 2H). m/z (ESI) 479 [C,H,;CIN;O, +
H]*. Pf. 178-180°C.
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Esquema 5

Sintesis de PSA 18704
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Sintesis de triclorhidrato de 2-amino-3-[2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino Jbutil }fenoxi)
etilamino [propionamida (PSA 18704)

1 JNLH /\/\/OO\/\ H/\rcomz
CIIN\ N~ N NH;
J H H *3HCI

PSA 18704

Ester metilico de dcido 3-{2-[4-(4-benciloxicarbonilaminobutil )fenoxiJetilamino }-2-N,N’-di-(terc-butoxicarbonil)
aminopropionico (160)

Una mezcla de clorhidrato de éster bencilico de dcido {4-[4-(2-aminoetoxi)fenil]butil }carbamico (141 mg, 0,372
mmol), éster metilico de dcido 2-[N,N’-di(terc-butoxicarbonil)]aminoacrilico (102 mg, 0,338 mmol) y trietilamina
(0,16 ml, 1,11 mmol) en metanol (3 ml) se agité a 55°C (bafio de aceite) durante 16 h. Luego se enfrié a temperatura
ambiente. El disolvente se elimind mediante evaporacion rotatoria. El residuo se recogié en acetato de etilo y se lavé
con disolucién saturada de bicarbonato sédico y salmuera. La fase orgdnica se concentré a vacio y se purificé por
cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice usando acetato de etilo/hexanos (gradiente 1:10, 1:6, 1:4 y 1:2,
v/v) para dar el aducto de Michael deseado 160 (110 mg, rendimiento del 51%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,42
(s, 9H), 1,43-1,50 (m, 9H), 1,50-1,65 (m, 4H), 2,50-2,60 (m, 2H), 3,12-3,25 (m, 2H), 3,49-3,72 (m, 4H), 3,75 (s, 3H),
3,98-4,10 (m, 2H), 4,45-4,65 (m, 1H), 4,79 (s a, 1H), 5,09 (s, 2H), 5,50 (m, 1H), 6,81 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,06 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 7,28-7,38 (m, SH). m/z (ESI) 644 [C;,H4N;0y + HJ*.

Ester bencilico de dcido (4-{4-[2-(2-Di-(terc-butoxicarbonil)amino-2-carbamoiletilamino etoxi [fenil Jbutil)carbd-
mico (170)

Se afiadi6 amoniaco metandlico (7 M, 10 ml, 70 mmol) a una disolucién de éster metilico 160 (110 mg, 0,171
mmol) en metanol (3 ml). La mezcla se agité en un tubo cerrado herméticamente a temperatura ambiente durante 3
dias, se concentr¢ a presion reducida y se sec6 adicionalmente bajo alto vacio durante 16 h. El producto sé6lido bruto
170 (94 mg, rendimiento bruto del 87%) se usé para la siguiente etapa sin mas purificacion. m/z (ESI) 629 [C33HygN,Og
+ H]*.

Ester di-terc-butilico de dcido (2-{2-[4-(4-aminobutil)fenoxi]etilamino}-1-carbamoiletil)dicarbdmico (180)

Se disolvi6 N-Cbz-amida 170 (94 mg, 0,150 mmol) en metanol (5 ml) y diclorometano (5 ml) y la disolucién
se purgd con nitrégeno. Se anadié catalizador de Pearlman (hidréxido de paladio sobre carbén, 26 mg) y la mezcla
de reaccidn se agit6 bajo una atmédsfera de hidrégeno a temperatura ambiente durante 16 h. El catalizador se separd
por filtracion sobre Celite y el filtrado se concentré para dar el producto deseado 180 como un sélido blanco (73 mg,
rendimiento bruto del 99%) y se usé para la siguiente etapa sin mds purificacion. m/z (ESI) 495 [C,sH,,N, O + HJ*.

2-(N,N’ - Di-terc-butoxicarbonil) amino - 3-{4-{4-[N’-(3,5 - diamino - 6 - cloropirazin - 2 - carbonil) guanidino ] bu-
til }ffenoxi)etilamino }-propionamida (190)

Una disolucién de amina primaria 180 (73 mg, 0,15 mmol) y diisopropiletilamina (52 ul, 0,298 mmol) en etanol
absoluto (3 ml) se agit6 a 70°C durante 5 min, tras lo que se afiadié yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-
2-carbonil)-2-metilisotiourea (69 mg, 0,18 mmol) en una porcién. La mezcla de reaccidn se agitd a esa temperatura
durante 2 h y se enfri6 a temperatura ambiente y se concentré mediante evaporacion rotatoria. El residuo se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice usando diclorometano/metanol/hidréxido de amonio concentrado (200:10:1,
150:10:1 y 100:10:1, v/v) para dar el producto deseado 190 como un sélido amarillo (68 mg, rendimiento del 65%).
m/Z ESI 707 [C3]H47C1N|()O7 + H]+.

Triclorhidrato de 2-amino-3-[2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenoxi)etila-
mino Jpropionamida (200, PSA 18704)

Una disolucién de N,N’-bis(Boc)-amida 190 y HCl en dioxano (4 M, 3 ml) se agitd a temperatura ambiente durante
14 h y luego se concentré mediante evaporacion rotatoria. El residuo se volvié a disolver en metanol, se evapord a
sequedad y se secé adicionalmente bajo alto vacio a 40°C durante 16 h. El producto 200 se obtuvo como un sélido
amarillo (58 mg, rendimiento del 98%). RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,65-1,75 (m, 4H), 2,60-2,69 (m, 2H), 3,31-
3,37 (m, 2H), 3,55-3,68 (m, 4H), 3,71-3,76 (m, 1H), 4,32-4,35 (m, 2H), 4,45-4,48 (m, 1H), 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H),
7,18 (d, J = 8,5 Hz, 2H). m/z (ESI) 507 [C,,;H;,CIN,,O; + H]*. P£. 160-160°C.

36



Ejemplo 14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

O
. Mercaco, o~
OH —— 7 OMe

ES 2321100 T3

Esquema 6

Sintesis de PSA 19603
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Esquema 6 (continuacién)

240

0O SMe

C'INI'LNJ\::{, DIEA/EtOH

™D
HzN N NH2

H,N" N7 NH, 260

HCY/McOH

HzN N

270, PSA 19603

Sintesis de éster metilico de dcido 2-(R)-amino-5-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino |bu-
til}fenil)pentanoico (PSA 19603)

O NH
e L
| H H
N~ "NH,

H,N

PSA 19603

Ester bencilico de dcido [ 4-(4-yodofenil)but-3-inil Jcarbdmico (210)

A una mezcla de THF anhidro y trietilamina (24 ml, 2/1, v/v) se afiadieron secuencialmente 1,4-diyodobenceno
(2,03 g, 6,15 mmol) y yoduro de cobre (I) (0,094 g, 0,246 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
15 min. Entonces, el matraz se evacud y se volvio a llenar con argén. El procedimiento se repitio tres veces mds para
garantizar que no quedaba oxigeno. El catalizador, diclorobis(trifenilfosfina)paladio (IT) (0,173 g, 0,246 mmol), se
afiadié a la mezcla bajo proteccion de argén. El otro material de partida, éster bencilico de dcido but-3-inilcarbdmico
(0,50 g, 2,46 mmol) disuelto en THF (8 ml), se afladi6 gota a gota durante 6 horas. La mezcla de reaccién recientemente
formada se agité adicionalmente a temperatura ambiente durante la noche. El sélido en la mezcla de reaccion se filtré
a vacio. FEl filtrado se concentré. El residuo se volvié a disolver en diclorometano y se purificé por cromatografia en
columna eluyendo con una mezcla de acetato de etilo (0-12%) y hexanos (100-88%) para proporcionar el producto
210 (0,852 g, 86%) como un sélido blanquecino. RMN 'H (300 MHz, CDCl;): 6 2,61 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,44 (t,J =
6,4 Hz, 2H), 5,07 (s a, 1H), 5,12 (s, 2H), 7,10 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,35 (m, 5H), 7,63 (d, J = 8,3 Hz, 2H). m/z (APCI)
405 [C;3H¢NO, + H]*.
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Ester metilico de dcido 2-(R)-terc-butoxicarbonilaminopent-4-inoico (220)

El compuesto comercialmente disponible dcido 2-(R)-terc-butoxicarbonilaminopent-4-inoico (0,321 g, 1,50 mmol)
se disolvié en DMF anhidra (5 ml). A la disolucién se afiadi6 carbonato de cesio (0,54 g, 1,65 mmol) en una porcidn.
La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 45 min antes de afiadir yoduro de metilo (0,20 ml, 3,00 mmol)
y se agité adicionalmente durante tres horas. La reaccion se inactivé con agua (10 ml). Los extractos organicos se
extrajeron con diclorometano (2x30 ml), se lavaron con agua (3x50 ml) y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. El
disolvente se elimin6 completamente a vacio. El residuo se sec6 adicionalmente bajo alto vacio durante la noche y se
usé en la siguiente reaccion sin mds purificacion. El producto 220 se obtuvo como un aceite viscoso incoloro (0,326 g,
rendimiento del 95%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;): 6 1,48 (s, 9H), 2,08 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 2,75 (t, J = 6,3 Hz, 2H),
3,78 (s, 3H), 4,46 (m, 1H), 5,32 (s a, 5SH).

Ester metilico de dcido 5-[4-(4-benciloxicarbonilaminobut-1 -inil)fenil ]-2-(R)-terc-butoxicarbonilaminopent-4-
inoico (230)

El compuesto 210 éster bencilico de 4cido [4-(4-yodofenil)-but-3-inil]Jcarbamico (0,52 g, 1,283 mmol) se disolvi
en una mezcla de THF anhidro y trietilamina (8 ml, 1/1, v/v). A la disolucién se afiadié yoduro de cobre (I) (0,025 g,
0,128 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 min. Entonces, el matraz se evacud y se volvié a
llenar con argén. El procedimiento se repitié tres veces mds para garantizar que no quedaba oxigeno. El catalizador,
diclorobis(trifenilfosfina)paladio (IT) (0,09 g, 0,128 mmol), se afiadi6 a la mezcla bajo proteccion de argén. La mezcla
se agit6 adicionalmente a temperatura ambiente durante 30 min. El otro material de partida 220, éster metilico de
acido 2-terc-butoxicarbonilamino-pent-4-inoico (0,32 g, 1,412 mmol) disuelto en THF (4 ml), se afiadié gota a gota
durante 15 min. La mezcla de reaccidn recientemente formada se agité adicionalmente durante la noche a temperatura
ambiente. El s6lido en la mezcla de reaccidn se filtré a vacio. El filtrado se concentrd. El residuo se volvié a disolver
en diclorometano y se purificé por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de acetato de etilo (0-25%) y
hexanos (100-75%) para proporcionar el producto 230 (0,64 g, 99%) como un s6lido amarillento gomoso. RMN 'H
(300 MHz, CDCl,): 6 1,46 (s, 9H), 2,64 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,95 (t, ] = 4,1 Hz, 2H), 3,42 (m, 2H), 3,79 (s, 3H), 4,56
(m, 1H), 5,12 (s, 2H), 5,38 (s a, 1H), 7,29 (s, 4H), 7,35 (m, 5H). m/z (APCI) 502 [CyH;,N,O¢ - H]*.

Ester metilico de dcido de 5-[4-(4-aminobutil)fenil |-2-(R)-terc-butoxicarbonilaminopentinoico (240)

El compuesto 230, éster metilico de 4cido 5-[4-(4-benciloxicarbonilaminobut- 1-inil)fenil]-2-(R)-terc-butoxicarbo-
nilaminopent-4-inoico (0,36 g, 0,713 mmol), se disolvié en una mezcla de etanol y metanol (50 ml, 1/1, v/v) y se
puso en una botella agitadora de Parr. A la disolucidn se afiadi6é 10% de paladio sobre carbén (0,20 g, himedo) en una
porcion bajo protecciéon de argén. El matraz se evacud y se volvié a llenar con argén. El procedimiento se repitid tres
veces mas. Entonces, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche bajo una atmdsfera de hidrégeno de
35 psi (0,24 MPa). Entonces, el matraz se evacud y se volvio a llenar con nitrégeno. El procedimiento se repitio tres
veces. Entonces, el catalizador se filtré a vacio y se lavé con etanol (2 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron
y se concentraron a presion reducida. El residuo se purific por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una
mezcla de metanol (0-12%), hidréxido de amonio (0-1,2%) y diclorometano (100-86,8%) para proporcionar dos pro-
ductos, el producto deseado 240 (0,045 g, 17%, un sélido incoloro similar a vidrio) y su forma protegida 250 (0,218 m,
60%, un s6lido amarillento). RMN 'H (300 MHz, CD;0D) para el compuesto 240: 6 1,43 (s, 9H), 1,63-1,76 (m, 8H),
2,58-2,64 (m, 4H), 2,79 (t,J = 7,0 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 4,10 (m, 1H), 7,09 (s, 4H). m/z (APCI) para el compuesto 7:
379 [C,HuN,O, + H]*.

RMN 'H (300 MHz, CD;0D) para el compuesto 250: 6 1,42 (s, 9H), 1,61-1,78 (m, 8H), 2,54-2,68 (m, 4H), 2,92
(t,J=7,0Hz, 2H), 3,14 (t, ] = 6,9 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 4,13 (m, 1H), 5,18 (s, 2H), 7,08 (s, 4H), 7,35 (m, 5H).

El compuesto 250 se volvié a someter a hidrogenacion para eliminar el grupo protector benciloxicarbonilo. El
procedimiento se realiz6 del siguiente modo: el compuesto 250 (0,218 g, 0,425 mmol) se disolvié en etanol (10 ml).
La disolucién se purgé con nitrégeno tanto antes como después de afiadirse el catalizador de paladio (0,10 g, 10%
sobre carb6n, humedad del 50%) y se someti6é a hidrogenacién durante dos horas bajo hidrégeno atmosférico. El
catalizador se filtr6 a vacio y se lavé con etanol (2 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron
a vacfo. El residuo se purific por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de metanol (0-14%),
hidréxido de amonio (0-1,4%) y diclorometano (100-84,6%) para proporcionar el compuesto 240 (0,131 g, 81%).

Ester metilico de dcido 2-(R)-terc-butoxicarbonilamino-5-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)gua-
nidino Jbutil }fenil)pentanoico (270, PSA 19603)

El compuesto 240 (0,127 g, 0,336 mmol) se mezcld con etanol (4 ml). La mezcla se calentd a 65°C durante 30 min
para lograr la disolucién completa. A la disolucién transparente se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina
(0,29 ml, 1,68 mmol) y yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazinoil)-2-metilisotiourea (0,157 g, 0,403 mmol).
La mezcla se calenté a la misma temperatura durante tres horas adicionales y posteriormente se concentré a vacio. El
residuo se purific6 por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio concentrado
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(0-1,5%), metanol (0-15%) y diclorometano (100-83,5%) para proporcionar el producto 260 (0,169 g, 85%) como
un s6lido amarillo claro. Una parte del producto 260 (0,06 g) se disolvié en metanol (10 ml) y se traté con dcido
clorhidrico concentrado (2 ml) durante una hora. Todo el liquido se eliminé completamente a vacio y el residuo se
purificé de nuevo por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio concentrado
(0-1,1%), metanol (0-11%) y diclorometano (100-87,9%) para proporcionar el producto deseado 270 (0,043 g, 86%)
como un sélido amarillo. P.f. 76-79°C. [a]*} -5,6°C (c 0,31, MeOH). RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6§ 1,54-1,78 (m,
8H), 2,58-2,68 (m, 4H), 3,26 (t, ] = 6,8 Hz, 2H), 3,46 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 7,10 (s, 4H). m/z (APCI) 491
[C5,H3,CINgO; + HI*.

Ejemplo 15
Esquema 7
Sintesis de PSA 23184
0O
i OMe
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Sintesis de dcido 2-(R)-amino-5-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino Jbutil }fenil )pentanoico
(PSA 23184)

o)

ClINfL N JLE

H,NT N7 NH,

PSA 23184

Acido 5-[4-(4-aminobutil)fenil ]-2-(R)-terc-butoxicarbonilaminopentanoico (280)

El compuesto 240 (0,40 g, 0,780 mmol) se disolvié en una mezcla de metanol y THF (10 ml, 1/1, v/v). A la
disolucidn se afiadi6 hidréxido de litio monohidratado (0,063 g, 1,561 mmol) disuelto en agua (1 ml). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante dos horas y luego se neutralizé con disolucién acuosa de HCI 2 N
hasta pH 5. La mezcla se concentrd luego a vacio. El residuo se recogié en etanol (3 ml) y la disolucién resultante
se concentrd de nuevo a vacio. El procedimiento se repitié dos veces mds para garantizar que no quedaba disolvente
acuoso. El residuo se purificé por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio
concentrado (0-10%), metanol (0-30%) y diclorometano (100-60%) para proporcionar el producto 280 (0,29 g, 75%)
como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D): § 1,46 (s, 9H), 1,58-1,78 (m, 8H), 2,54-2,68 (m, 4H), 2,85 (t,J
= 6,6 Hz, 2H), 3,98 (t, ] = 6,5 Hz, 1H), 7,08 (s, 4H), 8,50 (s, 1H). m/z (APCI) 365 [C,,H3,N,0, +H]".

Acido 2-(R)-terc-butoxicarbonilamino-5-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil) guanidino ] butil }fe-
nil)pentanoico (290)

El compuesto 280 (0,077 g, 0,211 mmol) se mezclé con etanol (5 ml). La mezcla se calent6 a 65°C durante 15 min
para lograr la disoluciéon completa. A la disolucién transparente se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina
(0,184 ml, 1,056 mmol) y yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazinoil)-2-metilisotiourea (0,99 g, 0,254 mmol).
La mezcla se calent6 a 65°C durante tres horas adicionales. Luego se concentrd a vacio. El residuo se purificé por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio concentrado (0-2,2%), metanol (O-
22%) y diclorometano (100-75,8%) para proporcionar el producto 290 (0,091 g, 75%) como un s6lido amarillo. RMN
'H (300 MHz, CD4OD): 6 1,44 (s, 9H), 1,58-1,84 (m, 8H), 2,54-2,68 (m, 4H), 3,34-3,42 (m, 2H), 4,02 (m, 1H), 7,08
(s, 4H). m/z (APCI) 577 [CyH3;CINgOs + H]*.

Acido 2-(R)-amino-5-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenil)pentanoico (300,
PSA 23184)

El compuesto 290 (0,031 g, 0,0538 mmol) se disolvié en metanol (3 ml) y se trat6 con acido clorhidrico con-
centrado (0,5 ml) durante una hora. Todo el liquido se elimindé completamente a vacio y el residuo se purificé por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de hidréxido de amonio concentrado (0-8%), metanol (0-
30%) y diclorometano (100-62%) para proporcionar el producto deseado 300 (0,024 g, 94%) como un sélido amarillo.
P.f. 190-192°C (descompuesto). [a]® -4,3°C (¢ 0,25, MeOH). RMN 'H (300 MHz, CD;0D): 6 1,68-1,83 (m, 8H),
2,52-2,62 (m, 4H), 3,27 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,47 (t, ] = 6,4 Hz, 1H), 7,09 (s, 4H). m/z (APCI) 477 [C,;H,yCINsO; +
HJ*.
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Ejemplo 16
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Esquema 8

Sintesis de PSA 14568
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Sintesis de diclorhidrato de 3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino [butil }fenilamino )propio-

namida (PSA 14568)

ES 2321100 T3

Esquema 8 (continuacién)

H
Nj(\/ NHBoc
HzN/\/\/©/ Y
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O S—Me
C'INT"“N'*NH, TEA/EtOH
;NN NH, ‘HI

Cl N
’dd
X

H,N” °N

O N A
] H

H,N” N

Cl
=
X

H,N

O NH
N NJLN
i H H

N

£ 27

0

NH,

NH,

H
o NH Nj(\/ NHBoc
JLN 0
H

350

l HCI/MeOH

H
N NH,

H

2HCI

360, PSA 14568

H
NY\/ NH,
/\/\/©/ (0]
-2HCI

PSA 14568

Ester terc-butilico de dcido [2-(4-yodofenilcarbamoil etil Jcarbdmico (310)

Una mezcla de 4-yodoanilina (2,0 g, 9,17 mmol), dcido 3-terc-butoxicarbonilaminopropiénico (1,61 g, 8,49 mmol),
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (1,95 g, 10,19 mmol), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (0,12
g, 0,85 mmol) y DMF (20 ml) se agité a temperatura ambiente durante 72 horas. El disolvente se evapord a vacio.
El residuo se disolvié en cloruro de metileno (100 ml) y se lavé con 10% de 4cido citrico (2 x 50 ml), luego 10% de
K,CO; acuoso (2 x 50 ml). La fase orgénica se secé sobre sulfato de sodio y se evaporé a vacio. El residuo se purifico
por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 3:1 v/v de hexanos/acetato de etilo, luego 1:1 de hexanos/acetato de etilo)
para proporcionar 310 (2,44 g, 69%). RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 1,44 (s, 9H), 2,60 (t, 2H), 3,49 (q, 2H), 7,36 (d,
2H), 7,60 (d, 2H).
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Ester bencilico de dcido de {4-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropionilamino )fenil ]-but-3-inilJcarbdmico (320)

A una disolucién de éster terc-butilico de acido [2-(4-yodofenilcarbamoil)etil]Jcarbamico 310 (1,5 g, 3,84 mmol) y
trietilamina (40 ml) se afiadi6 trans-diclorobis-(trifenilfosfina)paladio (II) (Ph;P, PdCl,, 0,27 g, 0,38 mmol). La mezcla
de reaccion se agité durante 20 minutos cuando se convirtié en una disolucion transparente. Entonces se afiadieron éster
bencilico de 4cido but-3-inil-carbdmico (0,94 g, 4,6 mmol) y yoduro de cobre (0,14 g, 0,768 mmol) y la reaccién se
agit6 adicionalmente a temperatura ambiente durante 18 horas. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo se disolvié
en diclorometano (100 ml) y se lavé con agua (3 x 150 ml). La fase orgénica se sec6 sobre sulfato de sodio y luego
se concentr6 a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 1:1 v/v de hexanos/acetato de
etilo) para proporcionar 320 (1,91 g, todavia una mezcla, pero se usé como tal sin més purificacién). RMN 'H (300
MHz, CDCl;) 6 1,44 (s, 9H), 2,60 (m, 4H), 3,47 (m, 4H), 5,12 (s, 2H), 7,37 (m, 7H), 7,49 (d, 2H).

Ester bencilico de dcido {4-] 4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropionilamino )fenil Jbutil }-carbdmico (330)

A una disolucién desgasificada de éster bencilico de dcido {4-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropionilamino)fe-
nil]-but-3-inil}carbdmico 320 (1,91 g, 4,1 mmol) y 1,2-dimetoxietano (DME, 35 ml) se afiadié 10% de paladio sobre
carbon activado (0,5 g, humedad del 50%). La mezcla se hidrogen6 durante la noche a 50 psi (0,34 MPa) de presion.
El catalizador se filtré a través de una almohadilla de Celite y el disolvente se evapor6 a vacio para proporcionar 330
(1,78 g, 99%). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,42 (s, 9H), 1,58 (m, 4H), 2,59 (t, 4H), 3,17 (q, 2H), 3,47 (q, 2H), 5,18
(m, 3H), 5,58 (m, 1H), 5,70 (m, 1H), 7,07 (d, 2H), 7,33 (m, 5H), 7,49 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido {2-[4-(4-aminobutil)fenilcarbamoil Jetil jcarbdmico (340)

A una disolucién desgasificada de éster bencilico de dcido {4-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropionilamino)fe-
nil]-butil }carbamico 330 (1,78 g, 3,79 mmol) y metanol (50 ml) se afladi6é 10% de paladio sobre carbén activado (0,5
g, humedad del 50%). La mezcla se hidrogené durante 4 horas bajo hidrégeno atmosférico. El catalizador se filtré a
través de una almohadilla de Celite y el disolvente se evaporé a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ul-
trarrdpida (gel de silice, 6:1:0,1 v/v de cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado) para proporcionar 340
(0,74 g, 58%). RMN 'H (300 MHz, CH;0D) 6 1,44 (s, 9H), 1,50 (m, 2H), 1,66 (m, 2H), 2,60 (m, 6H), 3,38 (m, 2H),
7,14 (d, 2H), 7,44 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido [2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil )guanidino Jbutil }fenilcarbamoil)
etil[-carbdmico (350)

Se afnadieron yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,32 g, 0,82 mmol) y trie-
tilamina (0,42 ml) a una disolucion de éster terc-butilico de acido {2-[4-(4-aminobutil)fenilcarbamoil]etil }carbamico
340 (0,25 g, 0,74 mmol) en etanol (6 ml). La mezcla de reaccion se agité a 65°C durante 3 horas y se enfrié a tempe-
ratura ambiente. El disolvente se evaporé a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice,
10:1:0,1 a 5:1:0,1 v/v de cloroformo/metanol/hidr6xido de amonio concentrado). El producto se lavé con agua (2 x
25 ml) y se secé en una estufa a vacio durante la noche para proporcionar 350 (0,32 g, 78%) como un sélido amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,44 (s, 9H), 1,69 (m, 4H), 2,57 (t, 2H), 2,66 (t, 2H), 3,27 (t, 2H), 3,40 (m, 2H), 7,15
(d, 2H), 7,47 (d, 2H).

Diclorhidrato de (4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino ] butil }fenilamino)propionamida
(360, PSA 14568)

A una disolucién de éster terc-butilico de acido [2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]-
butil }fenilcarbamoil)etil]Jcarbamico 350 (0,32 g, 0,58 mmol) en metanol (5 ml) se afiadi6 gota a gota HCI concentrado
(7 ml). La reaccidn se agité durante 30 minutos. El disolvente se evapor6 a vacio para proporcionar 360 (0,30 g, 99%)
como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d) 6 1,57 (m, 4H), 2,58 (t, 2H), 2,75 (t, 2H), 3,04 (m, 2H), 3,34
(m, 2H), 7,15 (d, 2H), 7,42 (m, 1H), 7,52 (d, 2H), 8,11 (s, 2H), 8,89 (s, 1H), 9,00 (s, 1H), 9,32 (s, 1H), 10,33 (s, 1H),
10,55 (s, 1H).
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Esquema 9

intesis de PSA 14984
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s H H 2HCI
H)N N NHZ 360
NTF
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0] NBoc
H,N” "N~ "NH,
JHCI
N N _NH
i JEIL}‘I/\/\/(j/\"/\/\[r 2
Cl ,Nl N N (0] NH
~ H H -2HCI
H,N® "N "NH,

Sintesis de diclorhidrato de N-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenil)-3-guanidino-

propionamida (PSA 14984)

N
i ’B‘\H /\/\/©/
X 370

O NH
e N A
<L H H

H,N” N

NH,

380, PSA 14984

H
/\/\/@ i
2HCI

PSA 14984

\n/\/ﬁ\n,NHBoc

\n/\,ﬂm,un,

o

NH

N-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil) guanidino Jbutil }fenil)-3-[N”,N’-bis-(terc-butoxicarbonil)
guanidino [propionamida (370)

A una disolucién de diclorhidrato de 3-amino-N-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino]
butil }fenil)propionamida 360 (0,2 g, 0,36 mmol) en metanol (10 ml) se afiadi6é 1,3-di-(ferc-butoxicarbonil)-2-
(trifluorometanosulfonil)guanidina (0,22 g, 0,58 mmol) y trietilamina (0,4 ml, 2,88 mmol). La mezcla de reaccién
se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo se purificé por cromato-
grafia ultrarrdpida (gel de silice, 10:1:0,1 de cloroformo/metanol/hidr6xido de amonio concentrado, v/v). El producto
se lavé con agua y se sonic6 para proporcionar 370 (0,20 g, 77%) como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz,
CD;0D) 6 1,46 (s, 9H), 1,49 (s, 9H), 1,67 (m, 4H), 2,63 (m, 4H), 3,25 (m, 2H), 3,71 (t, 2H), 7,13 (d, 2H), 7,42 (d,
2H).
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Diclorhidrato de N-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }fenil)-3-guanidinopropio-
namida (380, PSA 14984)

A una disolucién de N-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]-butil }fenil)-3-[N’,N*’-bis-
(terc-butoxicarbonil)guanidino]propionamida 370 (0,20 g, 0,29 mmol) en metanol (4 ml) se afadi6é gota a gota HCI
concentrado (4 ml). La reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se evaporé a vacio. El
residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 2:1:0,15 a 1:1:0,4 de cloroformo/metanol/hidréxido
de amonio concentrado, v/v). La pureza del producto fue del 84%. El producto se purific6 adicionalmente por HPLC
preparativa para proporcionar el producto deseado como una base libre (0,05 g, 35%). La sal de diclorhidrato se pre-
par6 afiadiendo HC1 12 N (40 ul) a una disolucién del producto en metanol (1 ml) que posteriormente se vertié en
acetato de etilo (10 ml). El precipitado resultante se filtré y se sec a vacio para proporcionar 380 como un sélido
amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,71 (m, 4H), 2,69 (m, 4H), 3,32 (m, 2H), 3,53 (m, 2H), 7,16 (d, 2H), 7,48
(d, 2H).

Ejemplo 18

Esquema 10

Sintesis de PSA 15104

O

BrCH,CONH,
TEA, A82C03

N\)LNH
/\/\/O 2

l HC]

WO

(1) O S—Me
" fLN*NH, (2) HCI
HaN " N® NH, «HI

TEA/EtOH
N7 SN NH; 2HC)

410, PSA 15104

46



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

Sintesis de diclorhidrato de 2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenilamino)aceta-
mida (PSA 15104)

H O
i JNLH /\/\/©/N\)LNH2
BEGR
S H H 2HCI
H,N” N7 “NH,
PSA 15104

Ester terc-butilico de dcido {4-[4-(carbamoilmetilamino)fenilJbutil}carbdmico (390)

Una mezcla de éster terc-butilico de acido [4-(4-aminofenil)butil]carbamico (0,8 g, 3,03 mmol), 2-bromoacetamida
(0,46 g, 3,33 mmol), trietilamina (0,2 ml, 3,33 mmol) y DMF (30 ml) se agit6 a 80°C durante 20 horas. La CCF indic6
que la reaccién no se habia completado. Por tanto, se afiadié carbonato de plata (0,92 g, 3,33 mmol). La reaccién
se agitd adicionalmente a 80°C durante 24 horas. La mezcla de reaccion se pasé a través de un tapon de silice. El
disolvente se evaporé a vacio. El residuo se purificéd por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 3:1 de acetato de
etilo/diclorometano, v/v) para proporcionar 390 (0,20 g, 22%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D)
0 1,42 (s, 9H), 1,55 (m, 4H), 2,50 (t, 2H), 3,03 (t, 2H), 3,70 (s, 2H), 6,52 (d, 2H), 7,00 (d, 2H).

2-[4-(4-Aminobutil )fenilamino Jacetamida (400)

Se afiadié HC1 12 N (5 ml) a éster rerc-butilico de acido {4-[4-(carbamoilmetilamino)fenil]butil }carbamico 390
(0,2 g, 0,62 mmol). La reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se evaporé a vacio. El
residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, 4:1:0,1 de cloroformo/metanol/hidréxido de amonio
concentrado, v/v) para proporcionar 400 (0,10 g, 70%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,55
(m, 4H), 2,50 (t, 2H), 2,68 (t, 2H), 3,70 (s, 2H), 6,52 (d, 2H), 6,97 (d, 2H).

Diclorhidrato de 2-(4-{4-(N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino ] butil }fenilamino)acetamida
(410, PSA 15104)

Se combinaron 2-[4-(4-aminobutil)fenilamino]acetamida 400 (0,19 g, 0,86 mmol), yodhidrato de 1-(3,5-diamino-
6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,33 g, 0,86 mmol) y trietilamina (0,50 ml) en etanol (10 ml). La mezcla
se agit6 a 72°C durante 5 horas. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
(gel de silice, 4:1:0,1 de cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v). La cromatografia se repitid
para proporcionar la base libre (0,12 g, 32%) como un sélido amarillo. La sal se preparé afiadiendo 1 gota de HCI
concentrado a una disolucién de 2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-guanidino]butil } -fenilamino)
acetamida (40 mg) en metanol (0,5 ml). Entonces, la disolucién se verti6 en acetato de etilo (20 ml). El precipitado
resultante se filtr6 y luego se recogié en agua y se evapor6 para proporcionar 410 (0,031 g) como un sélido amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6§ 1,71 (m, 4H), 2,75 (t, 2H), 3,38 (t, 2H), 4,19 (s, 2H), 7,47 (s, 4H).

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 19

ES 2321100 T3

Esquema 11

Sintesis de PSA 18150
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Sintesis de diclorhidrato de 4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino J-butil }fenilamino )butira-
mida (PSA 18150)

H
T
O N N2 N
< Il H H 2HCI
HN” N7 NH,
PSA 18150

Ester etilico de dcido 4-[ 4-(4-terc-butoxicarbonilaminobutil )fenilamino Jbutirico (420)

Una disolucién de éster ferc-butilico de acido [4-(4-aminofenil)butil]carbamico (1,7 g, 6,43 mmol), éster etilico
de 4cido 4-bromo-n-butirico (1,88 g, 9,64 mmol), 4-metilmorfolina (1,0 ml, 9,64 mmol) y DMF (10 ml) se agit6 a
85°C durante 3 horas bajo una atmésfera de nitrégeno. El disolvente se evapord a vacio. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 4:1 de hexanos/acetato de etilo, v/v) para proporcionar 420 (0,44 g, 18%)
como un aceite incoloro. RMN 'H (300 MHz, CDCl5) 6 1,23 (t, 3H), 1,47 (s, 9H), 1,55 (m, 4H), 1,96 (m, 2H), 2,43 (t,
2H), 2,51 (t, 2H), 3,19 (m, 4H), 4,14 (q, 2H), 6,54 (d, 2H), 7,00 (d, 2H). m/z (ESI) 379.

Ester terc-butilico de dcido {4-[4-(3-carbamoilpropilamino)fenil Jbutil}carbdmico (430)

Se afiadi6 éster etilico de acido 4-[4-(4-terc-butoxicarbonilaminobutil)fenilamino]butirico 420 (0,44 g, 1,16 mmol)
a NH; 7 N en metanol (40 ml). La reaccidon se agité a 30°C durante 18 horas, a 45°C durante 25 horas y finalmente a
50°C durante 84 horas. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de
silice, 20:1:0,1 de cloroformo/metanol/hidroxido de amonio concentrado, v/v) para proporcionar 430 (0,23 g, 56%)
como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,47 (s, 9H), 1,55 (m, 4H), 1,96 (m 2H), 2,37 (t, 2H), 2,50 (t,
2H), 3,11 (m, 4H), 6,52 (d, 2H), 6,97 (d, 2H). m/z (ESI) 350.

{4-[4-(4-Aminobutil )fenilamino Jbutiramida (440)

Se enfrié éster terc-butilico de 4cido {4-[4-(3-carbamoilpropilamino)fenil]butil }carbamico 430 (0,23 g, 0,66
mmol) a 0°C en un baiio de hielo. Se afiadi6 una disolucién fria de TFA/diclorometano (10 ml). La reaccidn se calentd
lentamente a temperatura ambiente y se agité durante 30 minutos. El disolvente se evaporé a vacio para proporcionar
440. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) § 1,69 (m, 4H), 1,95 (m, 2H), 2,47 (m, 2H), 2,71 (m, 2H), 2,93 (m, 2H), 3,39 (m,
2H), 7,39 (s, 4H). m/z (ESI) 250.

Diclorhidrato de 4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil}-fenilamino) butiramida
(450, PSA 18150)

Se combinaron {4-[4-(4-aminobutil)fenilamino]butiramida 440 (0,16 g, 0,64 mmol), yodhidrato de 1-(3,5-dia-
mino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,27 g, 0,71 mmol) y trietilamina (0,90 ml) en etanol (5 ml). La
reaccion se agitdé a 50°C durante 2 horas. El disolvente se evapord a vacio. El residuo se lavo secuencialmente con
éter dietilico (2 x 5 ml) y agua (5 ml) y luego se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 8:1:0,1 de
cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v). El producto obtenido se lavé adicionalmente con etanol
(5 ml) para proporcionar la base libre pura de 450 (0,15 g, 51%). La sal se prepar6 afiadiendo HCI 12 N (18,4 ul)
a una disolucién de 4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]butil }-fenilamino)butiramida (50
mg) en metanol (1,0 ml) que luego se vertié en éter dietilico. El sélido se separd eliminando por decantacién el liquido
transparente y luego se recogio en agua. La eliminacién de todo el liquido a presion reducida proporcioné 450 (0,05
g) como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d) 6 1,55 (m, 4H), 1,91 (t, 2H), 2,15 (t, 2H), 2,71 (m, 2H),
3,33 (m, 2H), 6,92 (s, 1H), 7,35 (s, 2H), 7,49 (s, 2H), 8,93 (m, 2H), 9,31 (s, 1H), 10,45 (s, 1H). m/z (ESI) 462.
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Ejemplo 20

Esquema 12

Sintesis de PSA 18345
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470, PSA 18345

Sintesis de dcido 4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenilamino)butirico (PSA

18345)
H O
I JT\H /\/\/@N\/\/U\OH'
Cl N
YN

< H
H,N” N7 NH,
PSA 18345

Acido 4-[4-(4-aminobutil)fenilamino Jbutirico (460)

Se afiadi6 NaOH acuoso 2,5 N (1,2 ml) a una disolucion de éster etilico de acido 4-[4-(4-terc-butoxicarbonila-
minobutil)fenilamino]butirico 420 (0,45 g, 1,18 mmol) disuelto en una mezcla de agua (25 ml) y THF (30 ml). La
reaccion se agit6 durante 2 h. Se afiadi6 gota a gota HC1 12 N hasta pH 3. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo
se enfrié a 0°C y se afiadi6 una disolucién de TFA/diclorometano (10 ml). La reaccion se agité durante 30 minutos.
El disolvente se evapord a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 4:1:0,1 de clo-
roformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v) para proporcionar 460 (0,38 g, 100%). RMN 'H (300 MHz,
CD;0D) 6 1,61 (m, 4H), 1,82 (m, 2H), 2,29 (t, 2H), 2,50 (m, 2H), 2,88 (m, 2H), 3,09 (t, 2H), 6,58 (d, 2H), 6,92 (d,
2H). m/z (ES]) 251.
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Acido  4-(4-{4-[N’~(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil) guanidino Jbutil}-fenilamino)butirico (470, PSA
18345)

Se combinaron 4cido 4-[4-(4-aminobutil)fenilamino] butirico 460 (0,24 g, 0,94 mmol), yodhidrato de 1-(3,5-dia-
mino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,37 g, 0,94 mmol) y trietilamina (1,0 ml) en etanol (5 ml). La
reaccion se agité a 50°C durante 4 horas. El disolvente se evaporé a vacio. El residuo se purificé dos veces por cro-
matografia ultrarrdpida (gel de silice, 4:1:0,1, 2:1:0,1 de cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v)
para proporcionar 470 (0,12 g, 27%) como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,67 (m, 4H), 1,89 (m,
2H), 2,30 (t, 2H), 2,59 (m, 2H), 3,09 (t, 2H), 3,30 (m, 2H), 6,58 (d, 2H), 6,92 (d, 2H). m/z (ESI) 463.

Ejemplo 21
Esquema 13
Sintesis de PSA 16826
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Sintesis de 2-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino |-butil }fenoxi)-N,N-bis-(2-hidroxietil Jace-
tamida (PSA 16826)

0
OH
S
CI\/[/NI Ny k‘
> H H OH

HN~ N NH, PSA 16826

Ester etilico de dcido [4-(4-benciloxicarbonilaminobutil )fenoxi]acético (480)

Una disolucién de éster bencilico de acido [4-(4-hidroxifenil)butil]carbamico (2,0 g, 6,7 mmol), carbonato de
potasio (1,0 g, 7,3 mmol), yoduro de sodio (0,4 g, 2,7 mmol) y DMF (10 ml) se agité durante 30 minutos. A la reaccién
se afladi6 gota a gota una disolucién de bromoacetato de etilo (0,8 ml, 7,4 mmol) en DMF (10 ml). La reaccién se
agité adicionalmente a temperatura ambiente durante 3 dias y luego se vertié en agua (200 ml). El producto se extrajo
con acetato de etilo. La fase orgdnica se secé sobre sulfato de sodio y se concentré a vacio. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, 1:5 de acetato de etilo/hexanos, v/v) para proporcionar el producto deseado
480 (2,3 g, 89%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 1,34 (t, 3H), 1,57 (m, 4H), 2,56 (t, 2H), 3,20
(q, 2H), 4,25 (q, 2H), 4,59 (s, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,85 (d, 2H), 7,06 (d, 2H), 7,38 (m, 5H).

Ester bencilico de dcido [4-(4-{[N,N-bis-(2-hidroxietil)carbamoil Jmetoxi }fenil)butil Jcarbdmico (490)

Una disolucién de éster etilico de acido [4-(4-benciloxicarbonilaminobutil)fenoxi]acético 480 (0,3 g, 0,78 mmol),
2-(2-hidroxietilamino)etanol (0,15 ml, 1,6 mmol) y etanol (20 ml) se calenté a 70°C durante 72 horas. El disolvente
se evapord a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, diclorometano/metanol, 100:5-
1, v/v) para proporcionar 490 (0,19 g, 100% basado en el material de partida recuperado (0,13 g)) como un sélido
amarillo pdlido. RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 1,55 (m, 4H), 2,56 (t, 2H), 3,20 (q, 2H), 3,60 (m, 4H), 3,90 (m, 2H),
3,96 (m, 2H), 4,85 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,85 (d, 2H), 7,06 (d, 2H), 7,40 (m, SH). m/z (ESI) 445.

2-[4-(4-Aminobutil )fenoxi|-N,N-bis-(2-hidroxietil Jacetamida (500)

A una disolucién desgasificada de éster bencilico de dcido [4-(4-{[N,N-bis-(2-hidroxietil)carbamoil metoxi } fenil)-
butil]carbdmico 490 (0,19 g, 0,43 mmol) en etanol (4 ml) se afadié 10% de paladio sobre carbén activado (0,1 g,
humedad del 50%). La mezcla se hidrogen6 a hidrégeno atmosférico durante la noche. El catalizador se filtré a través
de una almohadilla de Celite y el disolvente se evapord a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
(gel de silice, 20-5:1:0,1-1 de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v) para proporcionar 500
(0,09 g, 72%) como un aceite incoloro. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) § 1,56 (m, 4H), 2,56 (t, 2H), 2,65 (t, 1H), 3,29
(m, 1H), 3,55 (m, 4H), 3,72 (m, 4H), 4,90 (s, 2H), 6,86 (d, 2H), 7,09 (d, 2H). m/z (ESI) 311.

2-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino- 6 - cloropirazin- 2 - carbonil) guanidino | butil }fenoxi)-N,N-bis-(2 - hidroxietil) acetamida
(510, PSA 16826)

Se afiadi6 yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,13 g, 0,33 mmol) a una
disolucién de 2-[4-(4-aminobutil)fenoxi]-N,N-bis-(2-hidroxietil)acetamida 500 (0,09 g, 0,3 mmol), trietilamina (0,12
ml) y etanol (1,7 ml). La mezcla de reaccién se agité a 60°C durante 3 h. El disolvente se evapor6 a vacio. El residuo
se lavé con agua y luego se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, 20-10:1:0-0,2 de diclorometa-
no/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v) para proporcionar 510 (0,1 g, 64%) como un sélido amarillo. La
sal de diclorhidrato se prepar¢ afiadiendo HCI 4 N (3 gotas) a una disolucién del producto (40 mg) en metanol (2 ml).
Se observo algo de descomposicion mediante anlisis por HPLC. Por tanto, el producto se volvié a purificar mediante
placa de CCF preparativa (revelada con 10:2:0,2 de diclorometano/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v)
para proporcionar 510 (20 mg) como un sélido amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,65 (m, 4H), 2,58 (t, 2H),
3,33 (m, 2H), 3,54 (m, 4H), 3,72 (m, 4H), 4,89 (s, 2H), 6,86 (d, 2H), 7,09 (d, 2H). m/z (ESI) 523.
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Ejemplo 22

ES 2321100 T3

Esquema 14

Sintesis de PSA 19605
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Esquema 14 (continuacién)
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Sintesis de 3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino Jbutil }feniltio )propionamida (PSA 19605)

IO Ae

CINe NS NN o
L L H H

H,N” "N” "NH,

PSA 19605

N-{4-[4-(Dimetiltiocarbamoiloxi)fenil Jbutil }ftalimida (520)

Una suspension de hidruro de sodio en aceite mineral (0,44 g del 60%) en DMF anhidra (10 ml) se enfri6 a 0°C.
Se afiadi6é N-[4-(4-hidroxifenil)butil]ftalimida (2,95 g, 10 mmol) disuelta en DMF seca (15 ml) a la mezcla que luego
se agitd durante 30 min a 0°C y se dejo calentar a temperatura ambiente durante 1 h. A la mezcla se afiadi6 en partes
cloruro de N,N-dimetiltiocarbamoilo (1,35 g, 11 mmol) disuelto en DMF (10 ml). La mezcla nuevamente formada se
agité a temperatura ambiente durante la noche, luego a 50°C durante 1 h y se enfrié de nuevo a temperatura ambiente,
momento en el que se afiadié metanol (10 ml) a la mezcla. El disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (diclorometano/hexano/acetato de etilo, 10:1:0,2, v/v) para
dar N-{4-[4-(dimetiltiocarbamoiloxi)fenil]butil }ftalimida 520 (2,27 g, 59%) como un sélido ligeramente amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,72 (m, 4H), 2,66 (m, 2H), 3,33 (s, 3H), 3,45 (s, 3H), 3,70 (m, 2H), 6,96 (d, 2H), 7,18
(d, 2H), 7,71 (m, 2H), 7,84 (m, 2H). m/z (ESI) 383 [C,;H,,N,O;S + HJ*.

N-{4-[4-(Dimetilcarbamoiltio )fenil |butil }ftalimida (530)

Se puso N-{4{4-[(dimetiltiocarbamoiloxi)fenil]butil } ftalimida 520 (2,1 g, 5,4 mmol) en un bafio de arena pre-
calentada a 230°C. La temperatura se aumenté hasta 280°C y el compuesto fundido se mantuvo a esta temperatura
durante 2 h en atmdsfera de argdn. La mezcla se enfrid y el residuo se purific por cromatografia ultrarrdpida sobre
gel de silice (diclorometano/hexano/acetato de etilo, 10:1:0,2, v/v) para dar 530 (1,2 g, 57%) como un polvo blanco.
RMN 'H (300 MHz, CDCI;) 6 1,70 (m, 4H), 2,66 (t, 2H), 3,05 (s a, 3H), 3,71 (t, 2H), 6,96 (d, 2H), 7,19 (d, 2H), 7,38
(d, 2H), 7,70 (m, 2H), 7,83 (m, 2H). m/z (ESI) 383 [C,;H,,N,O;S + H]J*.

{4-[4-(Dimetilcarbamoiltio )fenil Jbutilamina (540)

La ftalimida 530 (1,1 g, 2,8 mmol) se disolvié en una disolucién que contenia 6,6% de metilamina en etanol (100
ml) y se dejé con agitacion a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se eliminé a presion reducida y el
residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 10:1:0,1,
v/v) para proporcionar la amina libre 540 (0,31 g, 42%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,51
(m, 2H), 1,65 (m, 2H), 2,66 (m, 4H), 3,02 (m, 6H), 7,23 (d, 2H), 7,35 (d, 2H).

N-terc-Butoxicarbonil-{4-[4-(dimetilcarbamoiltio )fenil Jbutilamina (550)

Se afiadi6 dicarbonato de di-terc-butilo (0,35 g, 1,6 mmol) a una disolucién de 540 (0,31 g, 1,22 mmol), 4-di-
metilaminopiridina (DMAP) y diclorometano (50 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 26 h. El
disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
(hexano/acetato de etilo, 3:1, v/v) para dar 540 (0,36 g, 83%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CDCI;) §
1,44 (s, 9H), 1,51 (m, 2H) 1,64 (m, 2H), 3,08 (m, 8H), 4,48 (s a, 1H), 7,18 (d, 2H), 7,39 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido N-[4-(4-mercaptofenil)butil Jcarbdmico (560)

Se disolvié N-terc-butoxicarbonil-{4-[4-(dimetilcarbamoiltio)fenil]butilamina 550 (0,35 g, 1,02 mmol) en MeOH
(8 ml). Se anadié KOH (0,19 g, 3,4 mmol) disuelto en agua (2 ml). La mezcla se agité a reflujo durante 6 h y se enfrié
a temperatura ambiente. El disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se disolvié en agua y se acidificé con
5% de HCI acuoso hasta pH ~ 5. El disolvente se elimin6 de nuevo a presion reducida y el residuo se purificé por
cromatografia ultrarrdpida sobre gel de silice (hexano/acetato de etilo, 3:1, v/v) para dar el tiofenol 560 deseado (0,13
g, 45%) como un aceite transparente. RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 1,43 (s, 9H), 1,49 (m, 2H) 1,59 (m, 2H), 2,57 (t,
2H), 3,12 (m, 2H), 3,38 (s, 1H), 4,47 (s a, 1H), 7,04 (d, 2H), 7,19 (d, 2H).
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Ester terc-butilico de dcido {4-[4-(2-carbamoiletiltio)fenil Jbutiljcarbdmico (570)

Una disolucién de amida de acido 3-bromopropiénico (0,075 g, 0,5 mmol) en THF (5 ml) se afiadi6 a una diso-
lucién de éster terc-butilico de dcido [4-(4-mercaptofenil)butil]carbdmico 560 (0,13 g, 0,46 mmol) disuelto en THF
(15 ml) y 4-metilmorfolina (NMM) (0,3 ml). La mezcla de reaccién se agité a 50°C durante 4 h y luego se enfri6 a
temperatura ambiente. Se anadieron dos equivalentes mds de amida de 4cido 3-bromopropiénico (0,15 g, 1 mmol).
La mezcla se agit6 adicionalmente a temperatura ambiente durante 2 dias. El disolvente se elimind a presién redu-
cida y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio,
15:1:0,1, v/v) para proporcionar el producto deseado éster terc-butilico de dcido {4-[4-(2-carbamoiletilsulfanil)fenil]
butil }carbamico 570 (0,13 g, 80%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,42 (s, 9H), 1,48 (m,
2H) 1,60 (m, 2H), 2,46 (m, 2H), 2,58 (t, 2H), 3,09 (t, 2H), 3,13 (m, 2H), 7,14 (d, 2H), 7,29 (d, 2H). m/z (ESI) 353
(CigHyN,05S + H.

Diclorhidrato de 3-[4-(4-aminobutil )feniltio [propionamida (580)

La amina protegida 570 se disolvié en THF (5 ml) y se afiadié HCl 4 N en dioxano (5 ml). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 6 h. El disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo se secé a vacio para dar la
sal de diclorhidrato 580 (0,11 g, 100%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d;) 6 1,56 (m, 4H), 2,35
(t, 2H), 2,56 (t, 2H), 2,47(m, 2H), 3,08 (t, 2H), 6,68 (s a, 1H), 7,15 (d, 2H), 7,27 (d, 2H), 7,37 (s a, 1H), 7,78 (s a, 3H).
mlz (ESI) 253 [C13H5N,0S + HJ*.

3-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino [butil }feniltio )propionamida (590, PSA 19605)

Se anadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,4 ml, 2,2 mmol) y yodhidrato de [1-(3,5-diamino-6-cloropi-
razin)-2-metilisotiourea (0,17 g, 0,44 mmol) a una disolucién de 580 (0,11 g, 0,31 mmol) en etanol (8 ml). La mezcla
de reaccion se agité a 60°C durante 6 h. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se traté con agua (10
ml). El precipitado formado se recogié por centrifugacién. Una porcién del producto se purificé por cromatografia
ultrarrdpida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 15:1:0,1, v/v) para dar el compuesto 590 diana
(0,027 g, 18%) como un polvo amarillo. (300 MHz, CD;0D) ¢ 1,6 (m, 4H), 2,47 (m, 2H), 2,62 (t, 2H), 3,12(t, 2H),
3,23 (m, 2H), 7,14 (d, 2H), 7,29 (d, 2H). m/z (APCI) 465 [C,yH,sCIN;O,S + H]*.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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ES 2321100 T3

Esquema 15

Sintesis de PSA 16436
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Sintesis de N-{4-[4-(2-aminoetilamino)fenil]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil) guanidina (PSA
16436)

Jd H
H,N” N “NH, -3HCI

PSA 16436

N~
C'll’"‘f%NTLM/@ "
H

Ester bencilico de dcido de N-{4-[4-(2-terc-butoxicarbonilaminoetilamino )fenil Jbutil }carbdmico (600)

Una disolucién de N-terc-butoxicarbonilaminoacetaldehido (0,28 g, 1,76 mmol) en 1,2-dicloroetano (DCE, 5 ml)
se afiadié a una disolucion de éster bencilico de dcido [4-(4-aminofenil)butil]carbdmico (0,48 g, 1,6 mmol) en DCE
(10 ml) y 4cido acético (0,108 ml, 1,6 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. Luego se
afiadi6 NaB(OAc);H (0,48 g, 2,26 mmol) a la mezcla que se agit6 adicionalmente a temperatura ambiente durante la
noche. Se afadié agua (10 ml) y la mezcla se acidificé a pH 7 mediante 10% de HCI acuoso. La fraccién organica se
aislo y se secé sobre sulfato de sodio. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se purificé por Flash™
(BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, acetato de etilo/hexano, 1:2, v/v) para proporcionar la diamina
protegida 600 (0,33 g, 47%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) 6 1,45 (s, 9H), 1,54 (m, 2H), 2,51
(m, 2H), 3,18 (m, 4H), 3,36 (m, 2H), 3,89 (s a, 1H), 4,69 (s a, 1H), 4,78 (s a, 1H), 5,51 (s, 2H), 6,54 (d, 2H), 6,96 (d,
2H), 7,33 (m, 5H). m/z (ESI) 442 [C,5H35N;0,4 + H]*.

Ester terc-butilico de dcido N-{2-[4-(4-aminobutil)fenilamino Jetiljcarbdmico (610)

La diamina 600 protegida (0,315 g, 0,71 mmol) se agité a temperatura ambiente durante 4 h en metanol (25 ml)
con 10% de Pd/C (137 mg, humedad del 50%) bajo hidrégeno atmosférico. El catalizador se separ6 por filtracién y el
disolvente se elimind a presion reducida para dar la amina 610 (0,21 g, 96%) como un aceite transparente. RMN 'H
(300 MHz, CDCl;) 6 1,46 (m, 11H), 1,56 (m, 2H), 2,51 (m, 2H), 2,68 (m, 2H), 3,22 (m, 2H), 3,54 (m, 2H), 3,82 (s a,
1H), 4,80 (s a, 1H), 6,54 (d, 2H), 6,98 (d, 2H).

Ester terc-butilico de dcido [2-(4-{4-[N’-3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonilguanidino Jbutil }fenilamino)etil |
carbdmico

Se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,3 ml, 1,65 mmol) y yodhidrato de [1-(3,5-diamino-6-cloro-
pirazin)-2-metilisotiourea (0,254 g, 0,67 mmol) a una disolucién de 610 (0,20 g, 0,67 mmol) en etanol (10 ml). La
mezcla de reaccion se agité a 60°C durante 4 h. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se lavé con
acetato de etilo y agua y se secé a vacio. Una porcién del residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho
de gel de silice 40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 10:1:0,1, v/v) para dar 620 (0,206 g, 60%)
como un polvo amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,42 (s, 9H), 1,62 (m, 4H), 2,52 (m, 2H), 3,15 (m, 2H), 3,22
(m, 4H), 6,57 (d, 2H), 6,95 (d, 2H). m/z (ESI) 520 [C»;H;,CIN,O; + H]*.

Triclorhidrato de N-{4-[4-(2-aminoetilamino)fenil]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina
(630, PSA 16346)

La guanidina protegida 620 se disolvié en una mezcla de metanol (7 ml) y HCI 4 N en dioxano (12 ml). La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 2,5 h. El precipitado formado se recogié por centrifugacién y se sec6 a vacio.
El polvo amarillo seco se disolvié en HCI acuoso (5%) y el disolvente se evapord para dar la sal de diclorhidrato 630
(0,14 g, 75%) como un polvo amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,74 (m, 4H), 2,77 (m, 2H), 3,39 (m, 4H), 3,73
(m, 2H), 7,47 (d, 2H), 7,58 (d, 2H). m/z (ESI) 420 [C3sHCIN,O + H]*.
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Ejemplo 24
Esquema 16

Sintesis de PSA 17339

H
S aat
a N A I
T s
H,N” "N” “NH, 630, PSA 16436
i
BN~ NiBoc | DIEA/EIOH
H NBoc
SIS aa s
HN” “NZ NH, 640
HCI
NH
H
i JNLH /\/\/QIN\/\EJLNH’.:‘HCl
BeGER
H H
H,N* ‘N 'NH, 650, PSA17339

Sintesis de triclorhidrato de N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[(2-guanidino etilamino)fenil |butil}

guanidina (PSA 17339)
NH
i NH’\/\/@H\/\HJLNuz
cl N\fLN’lLN

Yoy

H;N” N NH, - 3HCI
PSA 17339

N-(4-{4-[2-(N’,N”-Di-terc-butoxicarbonilguanidino )etilamino [fenil }butil)-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-car-
bonil)guanidina (640)

Se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,12 ml, 0,6 mmol) y N,N’-di-(terc-butoxicarbonil)-N"-trifluo-
rometanosulfonilguanidina (reactivo de Goodman) (0,12 g, 0,30 mmol) en metanol (3 ml) a una suspensién de 630
en metanol (5 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 2 dias. El disolvente se eliminé a
presion reducida y el residuo se purific por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido
de amonio, 10:1:0,1, v/v). El s6lido amarillo obtenido se lavé con agua y se secé a vacio para dar 640 (0,076 g, 57%)
como un polvo amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,48 (s, 9H), 1,50 (s, 9H), 1,67 (m, 4H), 2,57 (m, 2H), 3,26
(m, 4H), 3,55 (m, 2H), 6,63 (d, 2H), 6,95 (d, 2H). m/z (ESI) 662 [C,yH,4CIN,,Os + H].
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Triclorhidrato de N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[(2-guanidinoetilamino )fenil Jbutil} guanidina
(650, PSA 17339)

El compuesto 640 (0,072 g, 0,11 mmol) se agité en 33% de HCl acuoso (10 ml) a temperatura ambiente durante 3
h. El disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se disolvié en 0,1% de TFA acuoso y se purificé por HPLC
preparativa (columna S5C8 de C8 Spherosorb, procedimiento isocratico, 0,1% de TFA agua/acetonitrilo, 75%:25%,
v/v). Las fracciones que contenian el compuesto diana se combinaron y el disolvente se eliminé a presién reducida.
El residuo se disolvié en 5% de HCl y el disolvente se eliminé de nuevo a presion reducida. Este procedimiento se
repitié dos veces. El compuesto obtenido se disolvid en agua y se liofilizé para dar 650 (0,012 g, 20%) como un sélido
amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,74 (m, 4H), 2,77 (m, 2H), 3,37 (m, 2H), 3,63 (m, 4H), 7,40-7,56 (m, 4H).
I’I’l/Z (ESI) 462 [C]gHnglNl]OS + H].
Ejemplo 25

Esquema 17

Sintesis de PSA 16311

/@/\/\/l NHBoc
H,N

g ~—NH, l Tolueno
Q\/\/NHBOC
H
660

®..on

HO
‘\\ O/\/\,N}{Boc

EtOH

Cl
I&f{“ NH; | TEA/EIOH
H,N” N” NH,

HO® @/\N“rn N
N\/\N
HI

N
OH 690, PSA 16311
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Sintesis de N-(4{4-[{2-[N,N-bis-((2S)-2,3-dihidroxipropil)amino Jetil }-N-((2S)-2,3-dihidroxipropil)amino [fenil }butil )-
N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina (PSA 16311)

HO H,N ININH,
ANIT T ke
N\/\N NH O
g.r H
"OH ) ..wOH

HO
OH

PSA 16311

Ester terc-butilico de dcido N-{4-[4-(2-aminoetil)Jaminofenil [butil}carbdmico (660)

Una mezcla de éster terc-butilico de dcido N-[4-(4-aminofenil)butil]carbdmico (4,5 g, 17 mmol) y bromhidrato de
2-bromoetilamina (1,75 g, 8,5 mmol) en tolueno se agit6 a 100°C durante 3 dias. El disolvente se eliminé a presion re-
ducida y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio,
8:1:0,1, v/v) para dar 660 (1,47 g, 56%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,42 (s, 9H), 1,51 (m,
4H), 2,48 (t, 2H), 2,85 (t, 2H), 3,03 (t, 2H), 3,17 (m, 2H), 6,59 (d, 2H), 6,94 (d, 2H). m/z (ESI) 308 [C,;H,IN;0, +
H].

N-terc-Butoxicarbonil - 4-{4-[{2-[N,N-bis-((2S) - 2,3 - dihidroxipropil) amino] etil}-N-((2S) - 2,3 - dihidroxipropil)
amino [fenil}butilamina (670)

Una mezcla de (R)-(+)-glicidol (0,22 g, 3 mmol) y amina 660 en etanol (6 ml) se agitaron a 70°C (bafio de aceite)
durante la noche. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc)
(cartucho de gel de silice 40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 7:1:0,1, v/v) para dar 670 (0,27 g,
60%) como un aceite transparente. RMN '"H (300 MHz, CD;0D) 6 1,42 (s, 9H), 1,44 (m, 2H), 1,56 (m, 2H), 2,45-
2,78 (m a, 6H), 3,0 (m, 2H), 3,32 (m, 8H), 3,52 (m, 8H), 3,72 (m, 2H), 3,85 (m, 1H), 6,70 (d, 2H), 6,98 (d, 2H).

Bis-(trifluoroacetato) de 4-{4-[{2-[N,N-bis-((2S)-2,3-dihidroxipropil)amino]etil}-N-((2S)-2,3-dihidroxipropil)
amino [fenil}butilamina (680)

Se afiadi6 diclorometano (2 ml) a la amina protegida 670 (0,27 g, 0,5 mmol) seguido de la adicién de TFA (5 ml).
La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 25 min. El disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se
disolvié en metanol y el disolvente se eliminé de nuevo a presion reducida. El residuo se secé a vacio durante la noche
para proporcionar el compuesto 680 (0,31 g, 80%) como un aceite transparente. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,66
(m, 4H), 2,59 (m, 2H), 2,92 (m, 2H), 3,15-4,10 (m, 20H), 6,78 (d, 2H), 6,98 (d, 2H).

N-(4{4-[{2-[N,N-Bis-((2S) - 2,3 - dihidroxipropil) amino] etil }-N-((2S) - 2,3 - dihidroxipropil) amino ] fenil }butil)-N -
(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina(690,PSA 16311)

Se afiadieron secuencialmente trietilamina (0,5 ml, 3,6 mmol) y yodhidrato de [1-(3,5-diamino-6-cloropirazin)-2-
metilisotiourea (0,20 g, 0,52 mmol) a una disolucién de 680 (0,31 g, 0,40 mmol) en etanol (10 ml). La mezcla de
reaccion se agité a 70°C (bano de aceite) durante 2,5 h y luego a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente
se elimind a presion reducida y el residuo se purific por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de
90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 3:1:0,3, v/v) para dar 690 (0,127 g, 17%) como un polvo amarillo.
RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,64 (m, 4H), 2,49-2,81 (m, 8H), 3,25 (m, 4H), 3,51 (m, 9H), 3,70 (m, 2H), 3,85 (m,
1H), 6,71 (d, 2H), 7,00 (d, 2H). m/z (ESI) 642 [C,;H,,CIN,O; + H]*, 768 [C,;H,,CIN,O; + 11" [a]®p = -23,4° (c =
0,5, MeOH).
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Ejemplo 26
Esquema 18

5 Sintesis de PSA 16722

’\/\/O e
10 CbzHN

0\7“’\/01* EtOH
15
NH
CbzHN wé ©OH
20 700
H,, Pd/CI McOH
25
’\/\/@ HC OH
30
-Me
C'IN\I'LN NH; | DIEA/EIOH
35

H;N" N°"NH,

’ T I o

i 720, PSA 16722

Sintesis de N-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-((2R)-2,3-dihidroxipropilamino)fenil | butil}guani-

dina (PSA 16722)
NH
:[\ I H o HO

55 Cl N \n

O NH

50

Ester bencilico de dcido {4-[4-((2R)-2,3-dihidroxipropilamino )fenil Jbutil}carbdmico (700)
60
Una disolucién de (S)-(-)-glicidol (0,16 ml, 2,3 mmol) en etanol (5 ml) se afiadié gota a gota a una disolucién con
agitacion de éster bencilico de d4cido N-[4-(4-aminofenil)butil]carbdmico (0,59 g, 1,97 mmol) en etanol (15 ml) a 70°C.
La mezcla de reaccion se agit6 a 70°C (bafio de aceite) durante la noche. El disolvente se elimind a presién reducida y el
residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido
65 de amonio, 15:1:0,1, v/v) para dar 700 (0,29 g, 40%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,51 (m,
4H), 2,48 (t, 2H), 3,07 (m, 1H), 3,26 (t, 2H), 3,30 (m, 1H), 3,57 (m, 2H), 3,80 (m, 1H), 5,00 (s, 2H), 6,59 (d, 2H), 6,99
(d, 2H), 7,33 (m, 5H). m/z (ESI) 373 [C,;H»N,0, + HJ*.
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4-[4-((2R)-2,3-Dihidroxipropilamino )fenil [butilamina (710)

La amina protegida 700 (0,29 g, 0,77 mmol) se agité a temperatura ambiente durante 6 h en metanol (20 ml) con
10% de Pd/C (129 mg, humedad del 50%) bajo hidrégeno (1 atm (0,10 MPa)). El catalizador se separ6 por filtracién
y el disolvente se elimind a presion reducida para dar la amina 710 (0,165 g, 90%) como un aceite transparente. RMIN

"H (300 MHz, CD;0D) 6 1,56 (m, 4H), 2,51 (t, 2H), 2,71 (t, 2H), 3,02 (m, 1H), 3,27 (m, 1H), 3,30 (m, 2H), 3,56 (m,
2H), 3,80 (m, 1H), 6,60 (d, 2H), 6,95 (d, 2H). m/z (ESI) 239 [C;3H,N,O, + H]*.

N-(3,5-Diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-N’-{4-[4-((2R)-2,3-dihidroxipropilamino )fenil |butil} guanidina (720,
PSA 16722)

Se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,5 ml, 2,75 mmol) y yodhidrato de [1-(3,5-diamino-6-cloro-
pirazinoil)-2-metilisotiourea (0,272 g, 0,70 mmol) a una disolucién de 710 (0,165 g, 0,70 mmol) en etanol (10 ml).
La mezcla de reaccién se agité a 70°C (bafo de aceite) durante 4 h. El disolvente se eliminé a presion reducida y el
residuo se lavé secuencialmente con acetato de etilo y agua (5 ml, una vez cada vez) y se secé a vacio. El material
bruto seco se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 4:1:0,15,
v/v) para dar el compuesto 720 diana (0,168 g, 54%) como un polvo amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,63
(m, 4H), 2,53 (t, 2H), 3,02 (m, 1H), 3,22 (m, 2H), 3,27 (m, 1H), 3,57 (m, 2H), 3,81 (m, 1H), 6,60 (d, 2H), 6,96 (d,
2H), m/z (ESI) = 451 [C,yH,,CIN;O; + H]*, [@]®p = +6,9° (¢ = 0,5, MeOH).

Ejemplo 27
Esquema 19

Sintesis de PSA 16721
H_j"NHz

BocHN
OH | TEA/EtOH
?)'y t

/MOH

§_/NH o
BocHN M/@730
l HCVl/Dioxano

m/OH
NH
H,N 740
s—Mc

0
B
C'\/[N\fk N°“NH, | DIEA/EtOH
H,N"N°°NH,

o\

OH

n_—/—NH “"OH
C‘INfLNJLN
. H H
H,N" N NH, - 3HCI 750, PSA 16721
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Sintesis de triclorhidrato de N-(4-{4-[{2-[((2R)-2,3-dihidroxipropil)amino Jetilamino }fenil)butil-N’-(3,5-diamino-6-
cloropirazin-2-carbonil)guanidina (PSA 16721)

O N Ay
| | H H -3HCI

PSA 16721

N-terc-Butoxicarbonil-4-{4-[{2-[((2R)-2,3-dihidroxipropil jamino Jetilaminofenil }butilamina (730)

Una mezcla de (5)-(-)-glicidol (0,30 g, 4 mmol) y trietilamina (0,5 ml, 3,6 mmol) en etanol (5 ml) se afiadi6 en
partes a una disolucién de amina 660 (0,61 g, 2 mmol) en etanol (15 ml) durante 30 min a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante la noche. Se afiadié gota a gota (S)-(-)-glicidol adicio-
nal (0,080 g, 1 mmol) en 10 ml de etanol y la mezcla se agit6 durante 18 h adicionales. El disolvente se eliminé a
presién reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, cloro-
formo/metanol/hidr6xido de amonio, 8:1:0,1, v/v) para proporcionar el compuesto bruto 730 (0,176 g). Se ejecutd un
segundo lote de la misma reaccién afiadiendo gota a gota una disolucién de (S)-(-)-glicidol (0,090 g, 1,2 mmol) en
etanol (5 ml) a una disolucién de amina 660 (0,36 g, 1,17 mmol) en etanol (10 ml) durante 3 h a 70°C. La mezcla de
reaccion se agité a 70°C. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE,
Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 7:1:0,1, v/v) para proporcionar
el compuesto bruto 730 (0,22 g). Los productos brutos de ambos lotes se combinaron y se purificaron de nuevo por
Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 9:1:0,1,
v/v) para proporcionar el producto bruto 730 (0,206 g, rendimiento global del 11%) como una parafina blanca. RMN
'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,44 (s, 9H), 1,47 (m, 2H), 1,54 (m, 2H), 2,48 (t, 2H), 2,61 (m, 1H), 2,75 (m, 1H), 2,83 (m,
2H), 3,02 (t, 2H), 3,22 (t, 2H), 3,49 (t, 2H), 3,72 (m, 1H), 6,59 (d, 2H), 6,93 (d, 2H).

Diclorhidrato de 4-{4-[{2-[((2R)-2,3-dihidroxipropil Jamino Jetilamino [fenil }butilamina (740)

Se afiadi6 HC1 4 N en dioxano (10 ml) a la amina protegida 730. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 3 h. El disolvente se eliminé a presion reducida. Se afiadi6 diclorometano (15 ml) al sélido blanco resultante y
posteriormente se evapord. Este procedimiento se repiti6 tres veces. El s6lido resultante se secé adicionalmente a vacio
para proporcionar la sal de diclorhidrato 740 (0,209 g, 96%) como un polvo blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6§
1,43 (m, 4H), 2,72 (m, 2H), 2,93 (m, 2H), 3,12 (m, 1H), 3,49 (m, 2H), 3,58 (m, 2H), 3,75 (m, 2H), 3,97 (m, 1H), 6,70
(m, 4H). m/z (ESI) 282 [C;sHx;N;0, + H]J*.

Triclorhidrato de N-(4{4-{2-[(2R)-2,3-dihidroxipropil)amino Jetilamino }fenil)butil-N’-(3,5-diamino-6-cloropira-
zin-2-carbonil)guanidina (750, PSA 16721)

Se afiadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,5 ml, 2,75 mmol) y yodhidrato de [1-(3,5-diamino-6-cloro-
pirazin)-2-metilisotiourea (0,230 g, 0,60 mmol) a una disolucién de 740 (0,165 g, 0,70 mmol) en etanol (10 ml). La
mezcla de reaccion se agité a 70°C (bafio de aceite) durante 2,5 h y luego a temperatura ambiente durante la noche. El
disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE, Inc) (cartucho de gel de silice
40M de 90 g, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 3:1:0,1, v/v) para dar la base libre bruta N-(4{4-[{2-[((2R)-
2,3-dihidroxipropil)amino]etilamino }fenil)butil-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina (0,176 g, 58%,
80% de pureza mediante HPLC) como un sélido amarillo. Entonces se disolvié en metanol (5 ml). A la disolucién se
afiadi6 HC1 4 N en dioxano (10 ml). El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se disolvié de nuevo en
metanol (5 ml). La disolucién se vertié en 2-propanol (20 ml). El precipitado resultante se recogid y se purificé por
cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 3:1:0,3, v/v) para dar la base libre
750 (0,042 g, 12%). El compuesto 750 se disolvié en 3% de HCl acuoso. El disolvente se elimind a presién reducida
para dar el compuesto final como una sal de triclorhidrato (0,050 g, 9,3%, un polvo amarillo). RMN 'H (300 MHz,
CD;OD) ¢ 1,74 (m, 4H), 2,76 (t, 2H), 3,13 (m, 1H), 3,37 (m, 2H), 3,56 (m, 4H), 3,80 (m, 1H), 7,44 (d, 2H), 7,53 (d,
2H). m/z (ESI) 494 [C,,H;,CIN,O; + H]*. [a]*p = +6,7°(c = 0,5, MeOH).
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Ejemplo 28

ES 2321100 T3

Esquema 20

Sintesis de PSA 17218
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)
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OH H 3HC
780, PSA 17218
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Sintesis de N-[4-(4-{2-[bis-((2S,3R)-2,3,4-trihidroxibutil)amino Jetilamino }fenil)butil ]-N’-(3,5-diamino-6-cloropira-
zin-2-carbonil)guanidina triclorhidrato (PSA 17218)

TE XL

HO {S) N\/\N
-3HCI
HO ‘"’ oH
PSA 17218

N-terc-Butoxicarbonil-4-{2-[N,N-bis-((2S,3R)-2,3,4-trihidroxibutil )Jamino Jetilamino }fenilbutilamina (760)

Se afiadieron secuencialmente dcido acético (0,09 ml, 1,4 mmol) y una disolucién de D-(-)-eritrosa (0,52 g, 4,2
mmol) en metanol (2,5 ml) a una disolucién de amina 660 (0,44 g, 4,2 mmol) en metanol (20 ml). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos bajo proteccién de nitrégeno. La reaccion se enfrié a
-78°C. Entonces se afiadi6 cianoborohidruro de sodio (0,39 g, 6,16 mmol) a la mezcla. La reaccién se dejo calentar a
temperatura ambiente y se agité durante 18 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificé por Flash™ (BIOTAGE,
Inc) (cartucho de gel de silice 40M de 90 g, 4:1:0,15 cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado, v/v) para
proporcionar 760 (0,12 g, 16%) como un sélido blanco. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,42 (s, 9H), 1,45 (m, 2H),
1,47 (m, 2H), 2,49 (m, 2H), 2,61-2,98 (m, 4H), 3,02 (m, 2H), 3,22 (m, 2H), 3,45-3,85 (m, 10H), 6,64 (d, 2H), 6,94 (d,
2H). m/z (APCI) 516 [C,sH,4sN;0¢ + H]*.

Trifluoroacetato de 4-{2-[N,N-bis-((2S,3R)-2,3,4-trihidroxibutil )Jamino Jetilamino }fenilbutilamina (770)

La amina protegida 760 (0,12 g, 0,22 mmol) se agit6 en una mezcla de diclorometano/TFA (10 ml, 1:1) durante
2 h. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo se purific por cromatografia ultrarrapida (gel de silice,
cloroformo/metanol/hidréxido de amonio, 3:1:0,3, v/v) para proporcionar 770 (0,12 g, 98%) como un aceite incoloro.
(300 MHz, CD;0D) 6 1,64 (m, 4H), 2,55 (m, 2H), 2,90 (m, 2H), 3,45 (m, 4H), 3,60 (m, 10H), 3,97 (m, 2H), 6,67 (d,
2H), 7,00 (d, 2H). m/z (APCI) 416 [CyH3;N;O¢ + H].

Triclorhidrato de N-[4-(4-{2-[bis-((2S5,3R)-2,3,4-trihidroxibutil)amino Jetilamino }fenil)butil]-N’-(3,5-diamino-6-
cloropirazin-2-carbonil)guanidina (780, PSA 17218)

Se afiadieron secuencialmente yodhidrato de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin)-2-metilisotiourea (0,121 g, 0,31
mmol) y diisopropiletilamina (0,20 ml, 1,2 mmol) a una disolucién de 770 (0,12 g, 0,22 mmol) en etanol (10 ml).
La mezcla de reaccion se agité a 70°C durante 3,5 h y luego a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se
evapord. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gel de silice, cloroformo/metanol/hidréxido de amonio,
3:1:0,3, v/v) para proporcionar la base libre bruta (0,070 g) como un sélido amarillo. La base libre se recogi6 en 3%
de HCI acuoso (2 ml). El sélido sin disolver se separé por filtracién y el disolvente en el filtrado se eliminé a presién
reducida. El producto se secé a vacio para proporcionar la sal de triclorhidrato 780 (0,057 g, 34%) como un polvo
amarillo. RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 1,72 (m, 4H), 2,74 (m, 2H); 3,36 (m, 2H), 3,49 (m, 2H), 3,65 (m, 8H), 3,89
(m, 4H), 4,07 (m, 2H), 7,41 (d, 2H). m/z (APCI) 629 [C,sH,,CIN,O; + H]*. [a]*p = -13,8° (¢ = 0,5, MeOH).

Actividad de bloqueo de los canales de sodio
Los compuestos enumerados en la siguiente tabla se probaron para la potencia en epitelios bronquiales caninos
usando el ensayo in vitro descrito anteriormente. También se probé PSA 4022 en cada ensayo como control positivo.

Los resultados para los compuestos de la presente invencién se presentan como valores de veces de potenciacién
respecto a la amilorida fijdindose PSA 4022 = 100 x amilorida.
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Ejemplo 29
CE,, (nM) Veces de amilorida**
PSA (PSA 4022=100)
N Media D.E. N Media D.E.
10316 6 9,56 5,09 6 132 71
10735 5 24,2 , 0 5 46,5 22,4
10940 1 26,2 1 63,6
10941 10 32,1 15,4 10 30,0 7,7
11041 3 32,0 24,4 3 38,6 21,4
11180 3 14,6 7,9 3 66,8 18,2
11223 4 14,7 3,5 4 79,6 22,2
11698 4 5,82 2,35 4 136 51
11833 2 12,3 1,3 2 58,6 29,0
11834 6 3,68 2,33 6 276 133
11975 6 4,85 2,45 6 287 134
11976 2 401 158 2 3,0 1,3
12218 3 312 268 3 5,6 5,6
14568 2 3,92 0,00 2 131 10
14984 2 3,27 0,68 2 268 56
15104 3 19,1 7,0 3 26,4 10,6
16311 4 33,2 14,7 4 25,6 11,2
16436 2 15,4 1,6 2 35,6 3,8
16721 2 25,4 1,8 2 44,7 3,2
16722 2 22,8 3,9 2 50,5 8,7
16826 3 12,7 6,2 3 64,9 43,6
17218 3 32,4 5,0 3 24,7 5,4
17339 2 6,83 3,61 2 108 56
17587 2 19,4 6,9 2 31,3 18,3
17666 2 29,3 3,8 2 34,8 23,7
18150 3 23,8 6,3 3 44,4 19,5
18345 3 69,0 3,5 3 12,4 4,0
18704 2 14,1 3,9 2 90,2 18,4
19603 3 32,3 7,7 3 39,4 12,6
19605 3 4,70 1,17 3 145 37
23184 3 17 4 3 43,3 12,0
**Potencia relativa para PSA 4022 0 usando CE,, de PSA
4022 en la misma ejecucidén

Referencias. 1. Rappoport,

D.A.;

Chem. Soc. 1951, 73, 5524-5525.
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Referencias citadas en la descripcion
Esta lista de referencias citada por el solicitante sélo es para conveniencia del lector. No forma parte del documen-
to de patente europea. Aunque se ha puesto mucho cuidado en recabar las referencias, no pueden excluirse errores u

omisiones y la OEP niega cualquier responsabilidad en este aspecto.

Documentos de patente citados en la descripcion

e US 6264975 B [0007]
[0125]

e US 3313813 A1 [0011]

e US 6475509 B1 [0012]

e WO 03070182 A2 [0013]
e WO 0307184 A2 [0015]

e US 5656256 A [0125]
[0144]
e US 5292498 A [0125]

e US 5789391 A, Jacobus

[0129]
e US 5740794 A [0135]
e US 5654007 A [0135]
e US 5458135 A [0135]
e US 5775320 A [0135]
e US 5785049 A [0135]
e US 5622166 A [0135]
o US 5577497 A [0135]

e US 5645051 A [0135]

e US 5492112 A [0135]

e US 5826570 A [0135]

e US 5813397 A [0135]

e US 5819726 A [0135]

e US 5655516 A [0135]

e US 4501729 A [0136]
[0144]

e US 4389393 A, Schor
[0143]

e US 5707644 A, Tllum
[0143]

o US 4294829 A, Suzuki
[0143]

o US 4835142 A, Suzuki
[0143]

e US 3313813 A [0147]
[0147]

Bibliografia que no es de patentes citada en la descripcion

e Solutions, Emulsions, Suspensions and Extracts. J. NAIM. Remington: The Science and Practice of Pharmacy.
1995 [0143]

e The Synthesis of Amiloride and Its Analogs. E.J. CRAGOE. Amiloride and Its Analogs. 25-36 [0147]
e SABATER et al. Journal of Applied Physiology, 1999, 2191-2196 [0156]
¢ RAPPOPORT, D.A.; HASSID, Z. J. Amer. Chem. Soc., 1951, vol. 73, 5524-5525 [0315]
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de pirazinoilguanidina, caracterizado porque esta representado por la férmula (I):

X ¢ N 1 nER! g

6

l X N:é-N<: )
5 ~ R4

Y” "N73"NHR?

en la que

X es hidrogeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo inferior, fenilo sin sustituir o sustituido, alquil inferior-tio, fenil-
alquil inferior-tio, alquil inferior-sulfonilo, o fenil-alquil inferior-sulfonilo;

Y es hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi inferior, alquil inferior-tio, halégeno, alquilo inferior, arilo mononu-
clear sin sustituir o sustituido, o -N(R?),;

R! es hidrégeno o alquilo inferior;

cada R? es, independientemente, -R’, -(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR'R!’, -(CH,),(CHOR?®)(CHOR?),-CH,ORS,
-(CH,CH,0),,-R?, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R!, -(CH,),-C(=O)NR’R'?, -(CHz)n-Zg-R7, -(CH,),,-NR'°-CH,
(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?, -(CH,),-CO,R’, 0

R’

0] .

—(CH2)0—<__7< R7 ’
(0]

en el que cuando dos grupos -CH,OR® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

R? y R* son cada uno, independientemente, hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), alquilo inferior,
hidroxialquilo inferior, fenilo, fenil-alquilo inferior, (halofenil)-alquilo inferior, (alquilfenilalquilo) inferior, (alco-
xi inferior-fenil)-alquilo inferior, naftilalquilo inferior, o piridilalquilo inferior, con la condicién de que al menos
uno de R? y R* sea un grupo representado por la férmula (A):

Q R

Q=
— (CRY)o— *~(CRYD—( <,\Q/ )

en la que

cada R" es, independientemente, -R’, -(CH,),-OR®, -O-(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR’R!?, -O(CH,),,-NR"R!’, -(CH,),
(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?, -O-(CH,),(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?), -(CH,CH,0),,-R?, -O-(CH,CH,0),-R",
-(CH,CH,0),,-CH,CH,NRR", -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R"®, -(CH,),-C(=O)NR'R!’, -O-(CH,),,-C(=0)
NR'RY, -(CH,),~(Z),-R", -O~(CH,)(Z),-R’, -(CH,),-NR"Y-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, -O-(CH,),,-NR"’-
CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?, -(CH,),-CO,R, -O-(CH,),-CO,R’, -OSO;H, -O-glucurénido, -O-glucosa,

R7
o) o R’
—o-f(CH \’Lw o —(CHy)y X 5
o , 4 R
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en el que cuando dos grupos -CH,OR® estdn localizados 1,2- o 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

cada o es, independientemente, un nimero entero de 0 a 10;

cada p es un nimero entero de 0 a 10;

con la condicién de que la suma de o y p en cada cadena contigua sea de 1 a 10;

cada x es, independientemente, O, NR!°, C(=0), CHOH, C(=N-R'%), CHNR’R'®, o representa un enlace sencillo;

cada R® es, independientemente, -(CH,),-NR!?R'2, -O-(CH,),,-NR"?R"?, -O-(CH,),-(Z)gR"?, -(CH,),NR!''R'!,
-0-(CH,),NR'"'R", -(CH,),-N®~(R");, -O-(CH,),-N°-(R"");, -(CH,),~(Z),-(CH,),,-NR'R"’, -O-(CH,),,~(Z),-
(CH,),,-NR'"R", -(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"*R"?, -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'"*’NR'?, -(CH,),-(C=0)NR"?R"?,
-0-(CH,),,-(C=0)NR"R", -O-(CH,),-(CHOR®),,CH,NR"-(Z),-R", -(CH,),-(CHOR?®),,CH,-NR'"’~(Z),-R"°,
-(CH,),NR"-(CH?),,(CHOR®),CH,NR"*-(Z),-R"°, -O(CH,),,-NR'*-(CH,),,-(CHOR?®),CH,NR°-(Z),-R"’, -(Het)-
(CH,),,-OR®, -(Het)-(CH,),,-NR'R", -(Het)-(CH,),_;(CHOR®)(CHOR®),-CH,0OR®, -(Het)-(CH,CH,0),-R?,
-(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR,R", -(Het)-(CH,),,-C(=0)NR'R", -(Het)-(CH,),-(Z),-R’, -(Het)-(CH,),,-
NR!°-CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?, -(Het)-(CH,),,-CO,R’, -(Het)-(CH,),,-NR"?R"?, -(Het)-(CH,),-NR"*R"?,
-(Het)-(CH,),~(Z),R", -(Het)-(CH,),NR''R", -(Het)-(CH,),-N®-(R");, -(Het)-(CH,),-(Z),-(CH,),,-NR'"R,
-(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"*R", -(Het)-(CH,),,-(C=0)NR'*R", -(Het)-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR'’-(Z),-
R, -(Het)-(CH,),,-NR'’-(CH,),,-(CHOR®),CH,NR'’-(Z),-R'"’, -C(=O)NH-(CH,),,-NH-C(=NH)-N(R"),, 0 -NH-
C(=0)-(CH,),NH-C(=NH)-N(R!?),, en el que cuando dos grupos -CH,OR?® estdn localizados 1,2- 0 1,3- el uno
con respecto al otro, los grupos R® pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-(CH,),(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?, con la condicién de que al menos dos -CH,OR? estén localizados adya-
centes el uno al otro y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-0-(CH,),,(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?, con la condicién de que al menos dos -CH,OR? estén localizados adya-
centes el uno al otro y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico,

-(CH,),-NR!*-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,ORS3, con la condicién de que al menos dos -CH,ORS8 estén localizados
adyacentes el uno al otro y los grupos R® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido
ciclico, o

-0-(CH,),,-NR!'°-CH,(CHOR?®)(CHOR®),-CH,OR8, con la condicién de que al menos dos -CH,OR? estén loca-
lizados adyacentes el uno al otro y los grupos R?® se unan para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o
disustituido ciclico;

cada R® es, independientemente, -R°, -R’, -OR®, -N(R"),, -(CH,),-OR®, -O-(CH,),,-OR?, -(CH,),-NR'R',
-O-(CH,),,-NR’R', -(CH?),(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,0R?, -O-(CH,),,(CHOR?)(CHOR?®),-CH,OR®, -(CH,CH,
0),-R?, -O-(CH,CH,0),,-R®, -(CH,CH,0),,-CH,CH,NRR", -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR'R’, -(CH,),-C(=0)
NR'R', -0-(CH,),,-C(=0)NR'R™, -(CH,),(Z),-R’, -O-(CH,),,-(Z),-R’, -(CH,),-NR°CH,(CHOR®)(CHOR®), -
CH,OR®, -O-(CH,),,-NR'°-CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR®, -(CH,),-CO,R’, -O-(CH,),,-CO,R’, -OSO;H, -O-
glucurénido, -O-glucosa,

o. R’

R7
o)
— R’ CH)y—"
of(CHZ)ﬁ ’ i ( 2) 2<R7

en el que cuando dos R® son -OR!" y estdn localizados adyacentes el uno al otro sobre un anillo fenilo, los restos
alquilo de los dos R® pueden unirse juntos para formar un grupo metilendioxi, y

en el que cuando dos grupos -CH,OR® estédn localizados 1,2- 0 1,3- el uno con respecto al otro, los grupos R®
pueden unirse para formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico;

cada R’ es, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;
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cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo inferior, -C(=0)-R"!, glucurénido, 2-tetrahidropiranilo, o

o) ORM

OCOR!

(o) OCOR!"

- or'!

cada R’ es, independientemente, -CO,R’”, -CON(R"),, -SO,CHj; o -C(=O)R’;

cada R'? es, independientemente, -H, -SO,CHj;, -CO,R’, -C(=O)NR'R?, -C(=0)R’ o -CH,-(CHOH),-CH,OH;
cada Z es, independientemente, CHOH, C(=0), CHNRR'?, C=NR!? 0 NR!?;

cada R'! es, independientemente, alquilo inferior;

cada R'? es, independientemente, -SO,CHj;, -CO,R’, -C(=0)NR’R?, -C(=0)R’ o -CH,-(CHOH),-CH,OH;
cada Het es independientemente, -NR’, -NR', -S-, -SO- 0 -SO,-;

cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6;

cada m es, independientemente, un nimero entero de 1 a 7;

cada n es, independientemente, un nimero entero de 0 a 7;

cada Q es, independientemente, C-R>, C-R® 0 un dtomo de nitrégeno, en la que como méximo tres Q en un anillo
son dtomos de nitrégeno;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, e incluidos todos los enantiémeros, diaesteredmeros y mezclas
racémicas del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en la que R’ se selecciona del grupo que estd constituido por:
-(CH,),-N(SO,R"),, -O-(CH,),,-N(SO,R"),, -(CH,),-CHNHBocCO,R” (@), -O-(CH,),-CHNHBocCO,R’ (a),
-(CH,),-N(R"),, -O-(CH,),,-N(R'),, -(CH,),-CHNH,CO,CH; (@), -O-(CH,),,-CHNH,CO,R’ (@), -O-(CH,),,-N*
(R'™);, «(Z),-(CH;)n-N(R"), [-(Z),-(CH,),-N(R'),], -C(O)NH-(CH,),,-N(R"),, -NHC(=0)(CH,),,-N(R"),, -C(=0)
NH-(CH,),,-NH-C(=NH)-N(R")2, -NH-C(=0)-(CH,),,NH-C(=NH)-N(R"),, -(CH,),-NH-C(=NBoc)-NHBoc, -O-
Cyz-CHOH-CHQ-NH-C(:NBoc)—NBoc, -(CH,),-NR'"’CH,(CHOR®),-(Z,)-R’, y -O(CH,),, NR'°CH,(CHOR®),-(Z),-
R’.

3. El compuesto de la reivindicacién 2, en la que R’ es -O(CH,),, NR'’CH,(CHOR?®),-(Z),-R" y en el que dicho
compuesto estd representado por la férmula:

O NH °\/\N/\rCONﬂz
CIN_N J H {n
N u N 2
ISER
H,N” "N~ “NH,

4. El compuesto de la reivindicacién 1, en la que Y es -NH,.
5. El compuesto de la reivindicacion 4, en la que R? es hidrégeno.
6. El compuesto de la reivindicacion 5, en la que R! es hidrégeno.
7. El compuesto de la reivindicacién 6, en la que X es cloro.

8. El compuesto de la reivindicacién 7, en la que R? es hidrégeno.

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321100 T3

9. El compuesto de la reivindicacion 8, en la que cada R* es hidrogeno.

10. El compuesto de la reivindicacién 9, en la que o es 4.

11. El compuesto de la reivindicacién 10, en la que p es 0.

12. El compuesto de la reivindicacién 11, en la que x representa un enlace sencillo.

13. El compuesto de la reivindicacién 12, en la que cada R® es hidrégeno.

14. El compuesto de la reivindicacién 13, en la que como maximo un Q es un dtomo de nitrégeno.
15. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(CH,),-NR!?R'2.

16. El compuesto de la reivindicacién 15, en la que R es -(CH,),-N(SO,R"),.

17. El compuesto de la reivindicacion 16, que estd representado por la férmula:

C'I I‘L /\/\/©/

NH,

18. El compuesto la reivindicacién de 14, en la que R’ se selecciona del grupo que estd constituido por: -O-
(CH,),,-NR?R 2,

19. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R es -O-(CH,),,-N(SO,R7),.
20. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -O-(CH,),-(Z),R".

21. El compuesto de la reivindicacién 20, que estd representado por la férmula:

X I‘LH u«\/\/govj«)u,‘\“"’

H.N" "N~ “NH,

22. El compuesto de la reivindicacion 20, que estd representado por la férmula:

) Ilu nw oH

N NH,

23. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(CH,),-CHNHBocCO,R’ ().

24. El compuesto de la reivindicacion 23, en la que R’ es -O-(CH,),,-CHNHBacCO,R ().
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25. El compuesto de la reivindicacidn 24, que estd representado por la férmula:

0

- Im NVO'O\/\”"’"’

;N7 N? NH,

26. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(CH,),-N(R'"),.
27. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -O-(CH,),,-N(R'"),.

28. El compuesto de la reivindicacién 27, que estd representado por la férmula:
NH o~ NG
A “Cta
N
H

29. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R® es -(CH,),-CHNH,CO,R ().

30. El compuesto de la reivindicacion 29, que estd representado por la férmula:

0

(o] N
Z
X

H,N” N7 NH,

31. El compuesto de la reivindicacién 29, que estd representado por la férmula:

CII I‘kn X KH,

NH,

32. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -O-(CH,),,-CHNH,CO,R’ (a).

33. El compuesto de la reivindicacion 32, que estd representado por la férmula:

"z

a f‘ v 0y o L o
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34. El compuesto de la reivindicacién 32, que estd representado por la férmula:

C'I

HNT N? Nu,

35. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -O-(CH,),,-N*(R!");.

36. El compuesto de la reivindicacién 35, que estd representado por la férmula:
NH O Nfc"‘H
X CHy
O Ny SN~ + CHy
{ | u H
H,N7 "N TNH,

37. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R® es -(CH,),-(Z),-(CH,),,-NR'’R".
38. El compuesto de la reivindicacién 37, en la que R’ es -C(=O)NH-(CH,),,,-N(R?),.

39. El compuesto de la reivindicacion 38, que estd representado por la férmula:
o
O NH /\/\/(j)k:/\/mﬂ
an X,
{ L H H
H;N” TN TNH,

40. El compuesto de la reivindicacién 37, en la que R® es -NHC(=0)(CH,),,-N(R'°),.

41. El compuesto de la reivindicacién 40, que esta representado por la férmula:
N
O NH /\/\/@’ N
o
(o} N\ NJLN
| . R wu
HNT N TNH,

42. El compuesto de la reivindicacién 1, en la que R® es -C(=0)NH-(CH,),,-NH-C(=NH)-N(R"),.

43. El compuesto de la reivindicacion 42, que estd representado por la férmula:

ClI fk «/\/Q)L

H,N” N "NH,

44. El compuesto de la reivindicacién 37, en la que R® es -NH-C(=0)-(CH,),,NH-C(=NH)-N(R°),.
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45. El compuesto de la reivindicacién 44, que esta representado por la férmula:

46. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -O-(CH,),,-(CHOR?®),,CH,NR'°~(Z),-R"°.

47. El compuesto de la reivindicacién 46, que esta representado por la férmula:

48. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ se selecciona del grupo que esté constituido por:
-(CH,),-(CHOR®),,CH,-NR!’~(Z),-R"°,

-(CH,),NR'"’-(CH,),,(CHOR?®),CH,NR"’-(Z),-R"°,
-O(CH,),-NR'’-(CH,),,-(CHOH®),CH,NR"’-(Z),-R",

-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"?R"?, -O-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"?R 2,

-(CH,),-(C=0)NR"’R"? y -O-(CH,),,-(C-O)NR*R 2,

49. El compuesto de la reivindicacién 48, en la que R® es -O-(CH,),,(C=0)NR'"*R"? y en la que dicho compuesto
esta representado por la férmula:

ojNIOH
C'I I:;z /\/\/@ KJ)H

50. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R® es -(Het)-(CH,),,-OR®.
51. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-NR’R!?,

52. El compuesto de la reivindicacion 51, que estd representado por la férmula:

HzN\/\N O/\/\/

H

H,N

53. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ se selecciona del grupo que estd constituido por:
-(Het)-(CH,),_;(CHOR?®)(CHOR?®),-CH,OR?, -(Het)-(CH,CH,0),,-R?,
-(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR’R"? y -(Het)-(CH,),,-C(=O)NR'R .
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54. El compuesto de la reivindicacién 53, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-C(=O)NR'R'? y en la que dicho compuesto
estd representado por una de las siguientes seis férmulas:

0
B PPSS a
CI<_N NJLN
| | H H
H,N” N Nn,
o

o
S o]
O NH
Cl Ny NJL /\/\/@ \/\N(Hz
L
H,NT N” NH,
0,

55. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -(Het)-(CH,),~(Z),-R’.
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56. El compuesto de la reivindicacién 55, que estd representado por la férmula:

IN i mw\/@m}f“

NH

57. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-NR!'°-CH,(CHOR?®)(CHOR?®),,-CH,OR?.

58. El compuesto de la reivindicacién 57, que estd representado por una de las siguientes cuatro férmulas:

HN

%w,,om L

uéﬂ(o H (R)(°”
OH

OH
u_/_'NH OH
X ’BI\H /\/\/O
Cl Ny N” N
| H H
H,;N” N A
H,N
HO\‘_{)i\ ;;[ NH;
HO N\/\H/O\/\/
HO “'OH
HO

H,N
HINTH\/\E /@/\/\/ \ﬂ;[
NH

59. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-CO,R’.
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60. El compuesto de la reivindicacién 59, que estd representado por la férmula:

O

R~
NI& P{IILHE/\/\/@ >

X
H;N N NH;

61. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R® se selecciona del grupo que estd constituido por:
-(Het)-(CH,),,-NR"’R"?, -(Het)-(CH,),-NR R "2, -(Het)-(CH,),-(Z),R ",

-(Het)-(CH,),NR"'R", -(Het)-(CH,)-N®-(R')s,

-(Het)-(CH,),,-(Z),-(CH,),,-NR'’R", -(Het)-(CH,CH,0),,-CH,CH,NR"*R ",

-(Het)-(CH,),,-(C=0)NR"R"?, -(Het)-(CH,),,-(CHOR®),,CH,NR"’-(Z),-R"" y
-(Het)-(CH,),,-NR'"°-(CH,),,-(CHOR®),CH,NR!*~(Z),-R"°.
62. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -(CH,),(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?, con la condicién

de que al menos dos -CH,OR® estén localizados adyacentes el uno al otro y los grupos R® se unan para formar un 1,3-
dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

63. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R’ es -(CH,),-NR'*-CH,(CHOR?®*)(CHOR®),-CH,OR?, con la
condicién de que al menos dos -CH,OR?® estén localizados adyacentes el uno al otro y los grupos R® se unan para
formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

64. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R es -O-(CH,),,-NR!°*-CH,(CHOR®)(CHOR?),-CH,ORS?, con
la condicién de que al menos dos -CH,OR? estén localizados adyacentes el uno al otro y los grupos R® se unan para
formar un 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

65. El compuesto de la reivindicacion 14, en la que R® es -O-(CH,),,(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, con la condicién
de que al menos dos -CH,OR® estén localizados adyacentes el uno al otro y los grupos R® se unan para formar un 1,3-
dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido ciclico.

66. El compuesto de la reivindicacion 1, que estd representado por una de las siguientes seis férmulas:

NH

H3N N NH,
NI  EX
b N N >
0\)\/'\/\ \|r N Cl

o

-|o

e o
ot

N HN
0\/k/\/‘ —NH=N
U H;N NH
OH OH =N

cl
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Cl
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o

67. El compuesto de la reivindicacién 1, en la que
X es halégeno;

Y es -N(R"),;

R' es hidrégeno o alquilo C,-C;;

R? es -R’, -(CH?),,-OR® o -(CH2),-CO,R’;

R? es un grupo representado por la férmula (A); y

R* es hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A) o alquilo inferior.
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68. El compuesto de la reivindicacién 60, en la que

X es cloro o bromo;

Y es -N(R"),;

R? es hidrégeno o alquilo C,-C;;

como maximo tres R® son distintos de hidrégeno como se define anteriormente;

como maximo tres R" son distintos de hidrogeno como se define anteriormente; y

como maximo 2 Q son dtomos de nitrégeno.

69. El compuesto de la reivindicacion 61, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-NR"?R!? y en la que Y es -NH,.
70. El compuesto de la reivindicacién 61, en la que R® es -(Het)-(CH,),-NR'?R'? y en la que R* es hidrégeno;
como maximo un R es distinto de hidrégeno como se define anteriormente;

como maximo dos R® son distintos de hidrégeno como se define anteriormente; y

como maximo 1 Q es un dtomo de nitrégeno.

71. El compuesto de la reivindicacién 14, en la que R’ es -(Het)-(CH,),,-(Z),-(CH,),,-NR'’R".

72. Una composicion farmacéutica, caracterizada porque comprende el compuesto segin cualquiera de las rei-
vindicaciones precedentes y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

73. Una composicién segin la reivindicacién 72, que comprende ademds un inhibidor de P2Y2.
74. Una composicién segtn la reivindicacién 72, que comprende ademds un broncodilator.

75. Uso de una cantidad eficaz del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 71 en la preparacién de
una composicion farmacéutica para bloquear canales de sodio.
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