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ES 2971 1577T3

DESCRIPCION
Compuestos de triazolopiridina y métodos para el tratamiento de la fibrosis quistica
Antecedentes

La fibrosis quistica (CF, por sus siglas en inglés) es una enfermedad genética recesiva letal que afecta a
alrededor de 1 de cada 2500 nacidos vivos entre los caucasicos. (Cohen-Cymberknoh, M. et al., Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 1463-1471, 2011; Boat et al., The Metabolic Basis of Inherited Disease, 62 ed., pags. 2649-
2680, McGraw Hill, NY (1989). Alrededor de 1 de cada 25 personas son portadoras de la enfermedad. Los
sintomas principales de la fibrosis quistica incluyen enfermedad pulmonar crénica, insuficiencia pancreatica
exocrina y concentraciones elevadas de electrolitos en el sudor. Los sintomas son consistentes con que la
fibrosis quistica es un trastorno exocrino. (Hantash, F: Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
20060057593).

El gen CF codifica para un canal iénico de cloruro de membrana dependiente de AMPc/PKA, que requiere ATP,
que se encuentra generalmente en las membranas apicales de muchos epitelios secretores y se conoce como
CFTR (regulador de la conductancia transmembrana de fibrosis quistica). Actualmente hay mas de 1900
mutaciones conocidas que afectan a CFTR, muchas de las cuales dan lugar a un fenotipo de enfermedad.
Cerca del 75% de los alelos CF contienen la mutacién AF508 en la que se ha perdido un codén de triplete, lo
que conduce a una ausencia de fenilalanina en la posiciéon 508 en la proteina. Esta proteina alterada no puede
sertransportada a la ubicacién correcta en la célula y generalmente es destruida por el proteasoma. La pequefia
cantidad que no alcanza la ubicacion correcta funciona mal. (Cuthbert AW, British Journal of Pharmacology,
163(1), 173-183, 2011).

Las mutaciones en el gen CFTR dan como resultado la ausencia o disfuncién de la proteina que regula el
transporte de iones a través de la membrana apical en la superficie de ciertos epitelios. Aunque el CFTR
funciona principalmente como un canal de cloruro, tiene muchas otras funciones, incluyendo la inhibicién del
transporte de sodio a través del canal de sodio epitelial, la regulacién del canal de cloruro rectificador hacia
fuera, los canales de ATP, el transporte de vesiculas intracelulares, y la inhibicién de los canales de cloruro
activados por calcio endégeno. EI CFTR también participa en el intercambio bicarbonato-cloruro. Una
deficiencia en la secrecién de bicarbonato conduce a una mala solubilidad y agregaciéon de mucinas luminales.
La obstruccion de los conductos intrapancreaticos con secreciones espesadas provoca la autolisis del tejido
pancreético con sustitucién del cuerpo del pancreas por grasa, lo que conduce a insuficiencia pancreatica con
desnutricién posterior. En los pulmones, la disfuncién de CFTR conduce a un agotamiento del liquido de la
superficie de las vias respiratorias (ASL, por sus siglas en inglés) y a una mucosidad espesa y viscosa que se
adhiere a las superficies de las vias respiratorias. El resultado es una disminucién del barrido mucociliar (MCC,
por sus siglas en inglés) y el deterioro de las defensas del huésped. Las secreciones deshidratadas y
engrosadas conducen a la infeccibn endobronquial con un espectro limitado de bacterias distintivas,
principalmente Staphylococcus aureus 'y Pseudomonas aeruginosa, y una respuesta inflamatoria exagerada
que conduce al desarrollo de bronquiectasias y enfermedad obstructiva progresiva de las vias respiratorias. La
insuficiencia pulmonar es responsable de la mayoria de las muertes relacionadas con la CF. (Cohen-
Cymberknoh, M et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1463-1471, 2011).

La Publicacién de la Solicitud de Patente de EE. UU. nimero US2010/0184739 se refiere a moduladores de
transportadores de casete de unién a ATP (“ABC”) o fragmentos de estos, incluyendo regulador de la
conductancia transmembrana de fibrosis quistica. Los compuestos explicados en esta comprenden un motivo
de 4-oxo-quinolina. El pronéstico para el tratamiento de la CF ha mejorado en los Ultimos 40 afios. Esto se
logré mejorando los suplementos de enzimas pancreaticas, los farmacos disefiados para tratar la infeccién
pulmonar, reducir la inflamacién y mejorar el barrido mucociliar. Actualmente los desafios terapéuticos son
corregir el defecto bioquimico de la CF e identificar tratamientos efectivos para la infeccién respiratoria crénica.
(Frerichs C. et al., Expert Opin Pharmacother. 10(7), 1191-202, 2009).

Compendio

La presente invencién, en un aspecto, proporciona compuestos y composiciones como se define en las
reivindicaciones, incluyendo composiciones farmacéuticas. También se proporcionan compuestos para su uso
en el tratamiento de enfermedades mediadas por CFTR (regulador de conductancia transmembrana de fibrosis
quistica), en particular, fibrosis quistica como se expone en las reivindicaciones.

Se explican en la presente compuestos de Férmula | o |A 'y métodos para tratar enfermedades mediadas por
CFTR (regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica), en particular, fibrosis quistica, que
comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmulalo A a
un paciente que lo necesite:
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Ram

Fdornada Farmasis 18

o un profarmaco o un éster de sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde ====== representa un enlace sencillo o doble;
cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1, 2y 3;
Cy1 se selecciona entre heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico y heterociclico sustituido;

cada R4, Rz, Rsy Rase selecciona entre hidrégeno, haldgeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,
arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR10oR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, - N(R100)C(O)R101, -
S(O)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -Ns; alternativamente dos grupos R1y Rz 0
dos grupos Rsy R4 0 un grupo Riooy R1o1 junto con los atomos a que estan unidos y cualquier &omo que
interviene puede formar un anillo de 3, 4, 5, 6 0 7 miembros, de manera adicional opcionalmente sustituido;
alternativamente, dos grupos Rs o dos grupos R4 juntos pueden formar un grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido;

y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.

Descripcidn detallada
Se explican en la presente compuestos de Férmula | o |IA y métodos para tratar fibrosis quistica que

comprenden la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula | o
IA a un paciente que lo necesite:

Fdemulad Foomag i&

o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde ====== representa un enlace sencillo o doble;
cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1,2y 3;
Cy1 se selecciona entre heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico y heterociclico sustituido;

cada R4, Rz, Rsy Rase selecciona entre hidrégeno, haldgeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,
arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR10oR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, - N(R100)C(O)R101, -
S(O)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -N3; alternativamente dos grupos R1y Rz 0
dos grupos Rz y R4 0 un R1o0 y R1o1 junto con los &tomos a que estan unidos y cualquier &tomo que interviene
puede formar un anillo de 3, 4, 5 6 o 7 miembros, de manera adicional opcionalmente sustituido;
alternativamente, dos grupos R1, dos grupos Rz, dos grupos Rs o dos grupos Ra juntos pueden formar un
grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido; y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.
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Se explican también compuestos de Férmula Il o IIA 'y métodos para tratar la fibrosis quistica que comprenden
la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula Il o IIA a un
paciente que lo necesite:
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o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde ====== representa un enlace sencillo o doble;

cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1,2y 3;

Cy1 se selecciona entre heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico y heterociclico sustituido;

cada R1, R2y Rs se selecciona entre hidrégeno, haldégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido, -OR100, -NR100R101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR10oR101, - N(R100)C(O)R101, -S(O)2R100, -
S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -N3; alternativamente dos grupos R1y Rz 0 dos grupos
R3 0 un R100 y un grupo R1o1 junto con los atomos a que estan unidos y cualquier atomo que interviene puede
formar un anillo de 3, 4, 5, 6 o 7 miembros, de manera adicional opcionalmente sustituido;

cada Rsy Resse selecciona independientemente de hidrégeno, haldégeno, alquilo, alquilo sustituido,
heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico,
alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido; alternativamente, grupos Rs y Re junto con los dtomos a los que estan
unidos y cualquier atomo que interviene pueden formar un anillo adicional opcionalmente sustituido de 3, 4, 5,
6 o 7 miembros; alternativamente, dos grupos R1 0 dos R2 pueden formar juntos un grupo oxo, vinilo o vinilo
sustituido; y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.

También se divulgan en el presente documento compuestos de Férmula Il o [lIA y métodos para tratar la
fibrosis quistica que comprenden la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de Férmula Il o llIA a un paciente que lo necesite:
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o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde representa un enlace sencillo o doble;
cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1,2y 3;
res1,203;

Cy1 se selecciona entre heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico y heterociclico sustituido;

Cy2 se selecciona entre arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
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sustituido, carbociclico y carbociclico sustituido;
L1 es un ligador ausente o un ligador; preferiblemente un alquilo o alquilo sustituido;

cada R1, Rz, y Rsse selecciona entre hidrogeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,
arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR1ooR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, -N(R100)C(O)R101, -
S(O)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NO2, -N3; alternativamente dos grupos R1y Rz 0
dos grupos Rs 0 un R1oo ¥ un R1o1 junto con los atomos a que estan unidos y cualquier 4tomo que interviene
puede formar un anillo de 3, 4, 5, 6 o 7 miembros adicionales opcionalmente sustituidos; alternativamente dos
grupos R1 o dos grupos Rz juntos pueden formar un grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido;

Rs se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido;

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.

La explicacion se refiere a un compuesto de Férmula IV o IVA y métodos para tratar fibrosis quistica que
comprenden la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula IV o
IVA a un paciente que lo necesite:

Py
B

Fifrerasa 8¢ Frnmiia Vs

o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde ~~==~= representa un enlace sencillo o doble;
cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1,2y 3;
res1,203;

Cy2 se selecciona entre arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, carbociclico y carbociclico sustituido;

L1 es un ligador ausente o un ligador; preferiblemente un alquilo o alquilo sustituido;

cada R1, Rz, y Rsse selecciona entre hidrogeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,
arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR10oR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, - N(R100)C(O)R101, -
S(O)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -Ns; alternativamente, dos grupos R1y Rz 0
dos grupos Rs 0 un grupo Riooy un R1o1 junto con los dtomos a que estan unidos y cualquier atomo que
interviene pueden formar un anillo de 3, 4, 5 6 o 7 miembros adicionales opcionalmente sustituidos;
alternativamente, dos grupos R1 0 dos grupos Rz juntos pueden formar un grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido;

Rs se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido;
y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.

En un aspecto preferido, la explicaciéon se refiere a un compuesto de Férmula V o VA y métodos para tratar
fibrosis quistica que comprenden la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
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compuesto de Férmula V o VA a un paciente que lo necesite:

().

R5N/|_1

Foriis VA

o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;

en donde ====== representa un enlace sencillo o doble;
cadan, m, py q se selecciona independientemente entre 0, 1,2y 3;
res1,203;

Cy2 se selecciona entre arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, carbociclico y carbociclico sustituido;

L1 es un ligador ausente o un ligador; preferiblemente un alquilo o alquilo sustituido;

cada Rz, y Rs se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido, -OR400, -NR1ooR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, -N(R100)C(O)R101, -S(O)2R100, -
S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -Ns; alternativamente, dos grupos Rz o dos grupos Rs o
un R1o0 ¥y un grupo Rio1 junto con los dtomos a que estén unidos y cualquier dtomo que interviene pueden
formar un anillo de 3, 4, 5, 6 0 7 miembros adicionales opcionalmente sustituidos; alternativamente, dos grupos
R1 0 dos grupos Rz juntos pueden formar un grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido;

Rs se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido;
y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido.

En un aspecto preferido, la explicacidn se refiere a un compuesto de Férmula VI o VIA y métodos para tratar
fibrosis quistica que comprenden la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de Férmula VI o VIA a un paciente que lo necesite:
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o un profarmaco, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables de estos;
endonde - - - - - representa un enlace sencillo o doble;

cadaz, n, m py qse selecciona independientemente entre 0, 1, 2y 3;

Cy3 se selecciona entre heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, carbociclico y
carbociclico sustituido;

cada R4, R2, Rs y Ry se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,
arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR10oR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, - N(R100)C(O)R101, -
S(O)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NOz, -N3; alternativamente, dos grupos R1y Rz 0
dos grupos Rs 0 dos grupos Rz o un R1oo ¥ un grupo Rio1 junto con los atomos a que estan unidos y cualquier
atomo que interviene pueden formar un anillo de 3, 4, 5, 6 0 7 miembros adicionales opcionalmente sustituidos;
alternativamente, dos grupos R1 0 dos grupos Rz o dos grupos R7 juntos pueden formar un grupo oxo, vinilo o
vinilo sustituido; y

cada R1o00 Y R101 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
sustituido; preferiblemente, R100 es fenilo o fenilo sustituido.

En un aspecto preferido, la explicacidn se refiere a un compuesto en donde Cy1 se selecciona de:

o
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m(R2)
en donde cada X es independientemente -C(R103)(R104)-, -N(R103)-, -S- 0 -O-;

cada R1o0s Y R104 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo
10  sustituido.

En un aspecto preferido, la explicacidn se refiere a un compuesto en donde Cy2 se selecciona de:

x AN N
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endondetes1,2 3,405;

kes1,2 3,405;

cada X es independientemente -C(R103)(R104)-, -N(R103)-, -S- 0 -O-,;

en donde cada R1osy Rios4 se selecciona independientemente entre ausente, hidrégeno, halégeno, alquilo,
alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, alifatico, alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido;

cada R10s Y R10s se selecciona independientemente de ausente, hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido,
heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico,
alifatico sustituido, arilo y arilo sustituido; alternativamente, dos grupos R10s 0 dos grupos Rios juntos pueden

formar un grupo oxo, vinilo o vinilo sustituido.

En un aspecto preferido de la explicacién, L1 se selecciona de:

S’i\)_

en donde

g es un numero entero entre aproximadamente 1 y aproximadamente 1000, preferiblemente entre 1 y 100,
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preferiblemente entre 1y 10;

e y f se selecciona independientemente de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30;

des1,2,3,4, 5607,

cada R1o, R11, R12, R13, R14, R15, ¥ R1s se selecciona independientemente de ausente, hidrégeno, halégeno, -
OR20, -SRa20, -NR20R21, -C(O)Rz0, -C(O)OR20, -C(O)NR20R21, -N(R20)C(O)R21, -CF3, -CN, -NOz2, -Ns, acilo, alcoxi
opcionalmente sustituido, alquilamino opcionalmente sustituido, dialquilamino opcionalmente sustituido,
alquiltio opcionalmente sustituido, alquilsulfonilo opcionalmente sustituido, alifatico opcionalmente sustituido,
arilo opcionalmente sustituido o heterociclilo opcionalmente sustituido; alternativamente dos R1o, R11, R12, R13,
R14, R1s, ¥ Risjunto con los atomos a que estan unidos forman un anillo de 3, 4, 5, 6 o 7 miembros
opcionalmente sustituidos; y

cada R2o y Ro1 se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alifatico, alifatico sustituido, arilo o arilo sustituido.

En una realizacién mas preferida, un compuesto de férmula | se selecciona de la Tabla A o una sal
farmacéuticamente aceptable de este:
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Lista de abreviaturas

CF: fibrosis quistica

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina
DMF: dimetilformamida
DMSO: dimetilsulféxido
ENaC: canal de sodio epitelial
EtzO: éter dietilico

EtsN: trietilamina

Todas las temperaturas estan en grados Celsius

16

CFTR: regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2971 1577T3

EtOAc: acetato de etilo
h: horas

H20: agua

HATU: 3-6xido hexafluorofosfato de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio

HBS: solucién salina tamponada con Hepes
HCI: &cido clorhidrico

HOAc: &cido acético

HPLC: cromatografia liquida a alta presién
h: horas

HTS: cribado de alto rendimiento

MDC.: dicloruro de metileno

Naz2804 : sulfato sédico

NaH: hidruro sédico

NaHCOs: bicarbonato de sodio

AUCN: area bajo la curva normalizada
NH4CI: cloruro de amonio

RMN: resonancia magnética nuclear

PBS: solucién salina tamponada con fosfato
POCI3: oxicloruro de fésforo

t. a.: temperatura ambiente

TEA: trietilamina

TFA: &cido trifluoroacético
Tetraquis-trifenilfosfino)paladio (0)

THF: tetrahidrofurano

YFP: proteina fluorescente amarilla

Los compuestos de esta invencidn se pueden preparar por métodos conocidos en la técnica. A continuacién
se ilustran rutas sintéticas ejemplares para preparar los compuestos de esta invencién:

Esquema I:
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Esquema II:
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Los compuestos de la invencién son Utiles como moduladores de CFTR y para tratar enfermedades o trastornos
mediados por CFTR tales como para el tratamiento de enfermedades, trastornos o afecciones tales como
fibrosis quistica, estrefiimiento, asma, pancreatitis, trastornos gastrointestinales, infertilidad, enfisema
hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacién-fibrinélisis, tales como deficiencia de
proteina C, angioedema hereditario tipo 1, deficiencias de procesamiento de lipidos, tales como
hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia tipo 1, abetalipoinemia, enfermedades de almacenamiento
lisosomal, tales como enfermedad de células l/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs,
Crigler-Najjar tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de
mileoperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG tipo 1, enfisema hereditario,
hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT,
diabetes insipida (DI), DI neurofiseal, DI neprogénico, sindrome de Charcot-Marie Tooth, enfermedad de
Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, plastia supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, varios
trastornos neurolégicos de poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebular tipo |, atrofia muscular
espinal y bulbar, palidolusiana dentatorrubiana y distrofia miotdnica, asi como encefalopatias espongiformes,
tales como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debida a un defecto en el procesamiento de la
proteina Prion), enfermedad de Fabry y sindrome de Straussler-Scheinker.
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Los compuestos de la invencién se pueden administrar en combinacién con antibiéticos, medicamentos
antiinflamatorios, broncodilatadores o medicamentos que diluyen el moco. En particular, se pueden usar
antibiéticos para el tratamiento de bacterias mucoides Pseudomonas en combinacién con compuestos de la
invencién. Los antibiéticos inhalados tales como tobramicina, colistina y aztreonam se pueden usar en
combinacién con el tratamiento con compuestos de la invencién. Los medicamentos antiinflamatorios también
se pueden usar en combinacién con compuestos de la invencién para tratar enfermedades relacionadas con
CFTR. Los broncodilatadores se pueden usar en combinacién con los compuestos de la invencion para tratar
enfermedades relacionadas con CFTR.

En una realizacién, la invencion se refiere a una politerapia que comprende compuestos de la invencidn y otros
agentes farmacéuticos Utiles para el tratamiento de CF. En una realizacién preferida, puede usarse el
aminoglucdsido gentamicina. En una realizacién preferida, se pueden usar atalureno, ivacaftor (Kalydeco) o
VX-809 en combinacidén con compuestos de la invencién.

En una realizacién, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de la
invencién descrito en esta invencién y portadores farmacéuticamente aceptables. Las composiciones pueden
incluir compuestos de la invencidn, y opcionalmente un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En determinadas realizaciones, estas composiciones opcionalmente comprenden ademés uno o
més agentes terapéuticos adicionales Utiles para el tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por
CFTR.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de la presente invencién formulada junto con uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término “portador o excipiente farmacéuticamente aceptable”
significa un relleno, diluyente, material de encapsulacién o agente auxiliar de formulacién de cualquier tipo,
sélido, semisdlido, gel o liquido, inerte y no tdxico. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como
portadores farmacéuticamente aceptables son azuUcares tales como lactosa, glucosa y sacarosa; ciclodextrinas
como alfa- (a), beta- (B) y gamma- (y); almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa y
sus derivados tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo;
malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras de supositorios; aceites tales como
aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite de oliva; aceite
de maiz y aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo y laurato de etilo;
agar, agentes tamponadores tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; &cido alginico; agua
sin pirbgenos, solucién salina isotdnica, solucién de Ringer, alcohol etilico y soluciones tamponadoras de
fosfato, asi como otros lubricantes compatibles no téxicos tales como laurilsulfato de sodio y estearato de
magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberaciéon, agentes de recubrimiento, agentes
edulcorantes, saborizantes y aromatizantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en
la composicién, de acuerdo con el criterio del formulador.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse por via oral, por via parenteral, por
pulverizacién por inhalacién, por via tépica, por via rectal, por via nasal, por via bucal, por via vaginal o mediante
un depoésito implantado. En una realizacién preferida, la administracién es la administracién parenteral por
inyeccién.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden contener cualesquiera portadores, adyuvantes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales. En algunos casos, el pH de la formulacién
se puede ajustar con acidos, bases o tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la estabilidad del
compuesto formulado o su forma de administracién. El término “parenteral” tal y como se usa en la presente
memoria, incluye técnicas de perfusién o inyeccién subcutanea, intracutédnea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional e intracraneal.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las formas
farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes cominmente usados en la técnica, tales como, por
ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen,
oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de
sorbitdn y mezclas de estos. Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir
adyuvantes, tales como agentes humectantes, emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes,
saborizantes y aromatizantes.
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Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, se
pueden formular segun la técnica conocida usando agentes humectantes o dispersantes y agentes de
suspensién adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una suspensiéon o emulsién
inyectable estéril como INTRALIPID®, LIPOSYN® 0 OMEGAVEN®, o solucién, en un disolvente o diluyente
parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol. INTRALIPID® es una
emulsién grasa intravenosa que contiene el 10-30% de aceite de soja, el 1-10% de fosfolipidos de yema de
huevo, el 1-10% de glicerina y agua. LIPOSYN® es también una emulsidn grasa intravenosa que contiene el 2-
15% de aceite de cartamo, el 2-15% de aceite de soja, el 0.5-5% de fosfoglicéridos de huevo, el 1-10% de
glicerina y agua. Omegaven® es una emulsion para perfusion que contiene aproximadamente el 5-25% de
aceite de pescado, el 0.5-10% de fosfoglicéridos de huevo, el 1-10% de glicerina y agua. Entre los disolventes
y vehiculos aceptables que se pueden emplear se encuentran agua, solucién de Ringer, solucién de cloruro de
sodio isoténica y U.S.P. Es mas, los aceites estériles fijados se emplean convencionalmente como un
disolvente o medio de suspension. Para este propésito, se puede emplear cualquier aceite no volatil insipido,
incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Es més, se pueden usar acidos grasos, tales como &cido oleico, en
la preparacién de inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de
retencion de bacterias o mediante la incorporacién de agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas
estériles que pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Las composiciones para la administracién rectal o vaginal son preferiblemente supositorios que pueden
prepararse mezclando los compuestos de esta invencidn con excipientes o portadores no irritantes adecuados,
tales como manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio, los cuales son sélidos a temperatura
ambiente, pero liquidos a la temperatura corporal y, por lo tanto, se funden en el recto o la cavidad vaginal y
liberan el compuesto activo.

Las formas farmacéuticas sélidas para administracién oral incluyen capsulas, comprimidos, pastillas, polvos y
granulos. En dichas formas farmacéuticas sdélidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente
o portador inerte farmacéuticamente aceptable, tal como citrato de sodio o fosfato de dicalcio y/o a) rellenos o
extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y &cido silicico, b) aglutinantes, tales
como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa y goma arabiga, c)
humectantes, tales como glicerol, d) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén
de patata o tapioca, 4cido alginico, algunos silicatos y carbonato de sodio, e) agentes retardantes de solucién,
tales como parafina, f) aceleradores de la absorcidn, tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes
humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes, tales como
caolin y arcilla de bentonita y i) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato sédico y mezclas de estos. En el caso de capsulas, comprimidos y
pildoras, la forma farmacéutica también puede comprender agentes tamponadores.

Las composiciones sélidas de tipo similar se pueden emplear también como rellenos en capsulas de gelatina
rellenas blandas y duras, usando excipientes tales como lactosa o azlcar de leche, asi como polietilenglicoles
de alto peso molecular y similares.

Las formas farmacéuticas sélidas de comprimidos, grageas, cépsulas, pildoras y granulos pueden prepararse
con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en
la técnica de formulacion farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y también
pueden ser de una composicién que liberen el (los) ingrediente(s) activo(s) solo, o preferiblemente, en una
cierta parte del conducto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones
intercaladoras que pueden usarse incluyen ceras y sustancias poliméricas.

Las formas farmacéuticas para administraciéon tépica o transdérmica de un compuesto de esta invencién
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, aerosoles, inhaladores o parches. El
componente activo se mezcla en condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable y
cualquier conservante o tampdn necesario, segln sea pertinente. También se consideran en el &mbito de esta
invencién las formulaciones oftalmicas, las gotas para los oidos, las pomadas, los polvos y las soluciones para
los ojos.

Las pomadas, las pastas, las cremas y los geles pueden contener, ademéas de un compuesto activo de esta
invencién, excipientes, tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, 6xido de talco y cinc o mezclas de
estos.

Los polvos y aerosoles pueden contener, ademas de los compuestos de esta invencion, excipientes tales como

lactosa, talco, 4cido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida o mezclas de estas
sustancias. Los aerosoles pueden contener adicionalmente propelentes habituales, tales como
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clorofluorohidrocarburos.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar un suministro controlado de un
compuesto al organismo. Dichas formas farmacéuticas pueden hacerse al disolver o dispensar el compuesto
en el medio apropiado. Los potenciadores de absorcién también se pueden usar para aumentar el flujo del
compuesto a través de la piel. Es posible controlar la tasa ya sea proporcionando una membrana de control de
la tasa o dispersando el compuesto en un gel o una matriz de polimero.

Para el suministro por via pulmonar, se formula una composicidn terapéutica de la invencién y se administra al
paciente en forma de particulas sélidas o liquidas mediante administracién directa, por ejemplo, inhalacién en
el sistema respiratorio. Las formas en particulas sélidas o liquidas del compuesto activo preparado para poner
en practica la presente invencién incluyen particulas de tamafio respirable: esto es, particulas de un tamafio
suficientemente pequefio para pasar a través de la boca y la laringe tras la inhalacién y hacia los bronquios y
alvéolos de los pulmones. El suministro de productos terapéuticos nebulizados es conocido en la técnica
(véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU. n.° 5,767,068 de VanDevanter et al., la Patente de EE. UU. n.°
5,508,269 de Smith et al., y WO 98/43650 de Montgomery).

Las composiciones descritas en la presente se pueden formular en una forma farmacéutica unitaria. La
expresion “forma farmacéutica unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosificacion unitaria para sujetos que se someten a tratamiento, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, opcionalmente en
asociacidén con un portador farmacéutico adecuado. La forma farmacéutica unitaria puede ser para una dosis
diaria Unica o una de multiples dosis diarias (por ejemplo, aproximadamente 1 a 4 o0 mas veces al dia). Cuando
se usan multiples dosis diarias, la forma farmacéutica unitaria puede ser la misma o diferente para cada dosis.
La cantidad del compuesto activo en una forma farmacéutica unitaria variara dependiendo, por ejemplo, del
huésped tratado y del modo particular de administracién. En una realizacién, la forma farmacéutica unitaria
puede tener uno de los compuestos de la invencibn como un ingrediente activo en una cantidad de
aproximadamente 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 400 mg,
500 mg, 600 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 900 mg, 1000 mg o 1250 mg.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencién se pueden administrar en una dosis de al menos
aproximadamente 10mg/dia a al menos aproximadamente 1500mg/dia. En algunas realizaciones, los
compuestos de la invencién se administran en una dosis de al menos aproximadamente 300mg (por ejemplo,
al menos aproximadamente 450mg, al menos aproximadamente 500mg, al menos aproximadamente 750mg,
al menos aproximadamente 1000mg, al menos aproximadamente 1250mg, o al menos aproximadamente
1500mg).

Se pueden hacer ajustes de dosis para pacientes con insuficiencia hepatica leve, moderada o grave (Clase A
de Child-Pugh). Asimismo, se pueden hacer ajustes de dosificaciéon para pacientes que toman uno o mas
inhibidores e inductores del Citocromo P450, en particular, inhibidores e inductores de CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C9, CYP2C19y CYP2B6. También se pueden hacer ajustes de dosis para pacientes con funcién alterada
del Citocromo P450 tal como metabolizadores lentos, intermedios, extensos y ultrarrapidos.

Definiciones

A continuacién, se enumeran las definiciones de varios términos usados para describir esta invencidn. Estas
definiciones se aplican a los términos que se usan a lo largo de esta memoria descriptiva y reivindicaciones, a
menos que se limiten de otro modo en casos especificos, ya sea individualmente o como parte de un grupo
més grande.

Eltérmino “grupo alifatico” o “alifatico” se refiere a un resto no aromético que puede estar saturado (por ejemplo,
enlace Unico) o contener una o méas unidades de insaturacion, por ejemplo, enlaces dobles y/o triples. Un grupo
alifitico puede ser de cadena lineal, ramificado o ciclico, contener carbono, hidrégeno u, opcionalmente, uno o
méas heteroatomos y puede estar sustituido o no sustituido. Ademés de los grupos de hidrocarburos alifaticos,
los grupos alifaticos incluyen, por ejemplo, polialcoxialquilos, tales como polialquilenglicoles, poliaminas y
poliiminas, por ejemplo. Dichos grupos alifaticos pueden estar sustituidos adicionalmente. Se entiende que los
grupos alifdticos pueden incluir grupos alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,
alquinilo sustituido, y grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos como se describe en la presente memoria.
El término “acilo” se refiere a un carbonilo sustituido con hidrégeno, alquilo, cicloalquilo parcialmente saturado
o completamente saturado, heterociclo parcialmente saturado o completamente saturado, arilo o heteroarilo.
Por ejemplo, acilo incluye grupos tales como alcanoilo (C1-Cs) (por ejemplo, formilo, acetilo, propionilo, butirilo,
valerilo, caproilo, t-butilacetilo, etc.), cicloalquilcarbonilo (Cs-Cs) (por ejemplo, ciclopropilcarbonilo,
ciclobutilcarbonilo, ciclopentilcarbonilo, ciclohexilcarbonilo, etc.), carbonilo heterociclico (por ejemplo,
pirrolidinilcarbonilo, pirrolid-2-ona-5-carbonilo, piperidinilcarbonilo, piperazinilcarbonilo,
tetrahidrofuranilcarbonilo, etc.), aroilo (por ejemplo, benzoilo) y heteroarilo (por ejemplo, tiofenil-2-carbonilo,
tiofenil-3-carbonilo, furanil-2-carbonilo, furanil-3-carbonilo, 1H-pirroil-2-carbonilo, 1H-pirroil-3-carbonilo,
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benzo[b]tiofenil-2-carbonilo, etc.). Es més, la porcidn de alquilo, cicloalquilo, heterociclo, arilo y heteroarilo del
grupo acilo puede ser cualquiera de los grupos descritos en las definiciones respectivas. Cuando se indica
como “opcionalmente sustituido”, el grupo acilo puede estar no sustituido u opcionalmente sustituido con uno
0 mas sustituyentes (tipicamente, de uno a tres sustituyentes) seleccionados independientemente del grupo de
sustituyentes enumerados a continuacién en la definicidn de “sustituido” o la porcién alquilo, cicloalquilo,
heterociclo, arilo y heteroarilo del grupo acilo puede estar sustituida como se ha descrito anteriormente en la
lista preferida y mas preferida de sustituyentes, respectivamente.

Eltérmino “alquilo” incluye radicales/grupos hidrocarbonados alifaticos saturados de cadena lineal y ramificada,
sustituidos o no sustituidos, que tienen el nimero especificado de adtomos de carbono. Los grupos alquilo
preferidos comprenden de aproximadamente 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono (“C1-C24"). Otros
grupos alquilo preferidos comprenden de aproximadamente 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono (“C1-
Cs”) tales como de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono (“C+-Cs”), 0 tales como de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono (“C+-C3s”). Los ejemplos de radicales alquilo C+-
Cs incluyen, entre otros, radicales metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, n-pentilo, neopentilo y n-
hexilo.

Eltérmino “alquenilo” se refiere a radicales lineales o ramificados que tienen al menos un doble enlace carbono-
carbono. Tales radicales contienen preferiblemente de aproximadamente dos a aproximadamente veinticuatro
atomos de carbono (“C2-Ca4”). Otros radicales alquenilo preferidos son radicales “alquenilo inferior” que tienen
de dos a aproximadamente diez dtomos de carbono (“C2-C10”) tales como etenilo, alilo, propenilo, butenilo y 4-
metilbutenilo. Los radicales alquenilo inferiores preferidos incluyen de 2 a aproximadamente 6 atomos de
carbono (“C2-Cs”"). Los términos “alquenilo”, y “alquenilo inferior’, abarcan radicales que tienen orientaciones
“cis” y “trans”, o alternativamente, orientaciones “E” y “Z”.

El término “alquinilo” se refiere a radicales lineales o ramificados que tienen al menos un triple enlace carbono-
carbono. Tales radicales contienen preferiblemente de aproximadamente dos a aproximadamente veinticuatro
atomos de carbono (“C2-C 24"). Otros radicales alquinilo preferidos son radicales “alquinilo inferior” que tienen
de dos a aproximadamente diez atomos de carbono tales como propargilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butino, 2-
butinilo y 1-pentinilo. Los radicales alquinilo inferiores preferidos incluyen de 2 a aproximadamente 6 atomos
de carbono (“C2-Cs¢").

El término “cicloalquilo” se refiere a radicales carbociclicos saturados que tienen entre tres y aproximadamente
doce atomos de carbono(“Cs-C12”). El término “cicloalquilo” se refiere a radicales carbociclicos saturados que
tienen entre tres y aproximadamente doce atomos de carbono. Los ejemplos de dichos radicales incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

El término “cicloalquenilo” se refiere a radicales carbociclicos parcialmente insaturados que tienen entre tres y
doce atomos de carbono. Los radicales cicloalquenilo que son radicales carbociclicos parcialmente insaturados
que contienen dos dobles enlaces (que pueden o no estar conjugados) se pueden llamar “cicloalquildienilo”.
Los radicales cicloalquenilo mas preferidos son radicales “cicloalquenilo inferior” que tienen de cuatro a
aproximadamente ocho atomos de carbono. Los ejemplos de dichos radicales incluyen ciclobutenilo,
ciclopentenilo y ciclohexenilo.

El término “alquileno”, como se usa en la presente, se refiere a un grupo divalente derivado de un hidrocarburo
de cadena lineal o cadena ramificada saturada que tiene el nimero especificado de atomos de carbono. Los
ejemplos de grupos alquileno incluyen, entre otros, etileno, propileno, butileno, 3-metil-pentileno y 5-etil-
hexileno.

El término “alquenileno”, como se usa en la presente, indica un grupo divalente derivado de un resto
hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que contiene el nimero especificado de dtomos de carbono que
tienen al menos un doble enlace carbono-carbono. Los grupos alquenileno incluyen, entre otros, por ejemplo,
etenileno, 2-propenileno, 2-butenileno, 1-metil-2-buten-1-ileno y similares.

El término “alquinileno”, como se usa en la presente, indica un grupo divalente derivado de un resto
hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que contiene el nimero especificado de dtomos de carbono que
tienen al menos un triple enlace carbono-carbono. Los grupos alquinileno incluyen, entre otros, por ejemplo,
propinileno, 1-butinileno, 2-metil-3-hexinileno y similares.

El término “alcoxi” se refiere a radicales que contienen oxi lineal o ramificado, cada uno teniendo porciones
alquilo de uno a aproximadamente veinticuatro &tomos de carbono o, preferiblemente, de uno a
aproximadamente doce atomos de carbono. Los radicales alcoxi mas preferidos son radicales “alcoxi inferior”
que tienen de uno a aproximadamente diez dtomos de carbono y més preferiblemente que tienen de uno a
aproximadamente ocho atomos de carbono. Ejemplos de tales radicales incluyen metoxi, etoxi, propoxi, butoxi
y terc-butoxi.
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El término “alcoxialquilo” se refiere a radicales alquilo que tienen uno o mas radicales alcoxi unidos al radical
alquilo, esto es, para formar radicales monoalcoxialquilo y dialcoxialquilo.

El término “arilo”, solo 0 en combinacién, significa un sistema aromatico que contiene uno, dos o tres anillos en
donde dichos anillos pueden unirse entre si de una manera colgante o pueden fusionarse. El término “arilo”
abarca radicales aromaticos tales como fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indano furanilo, quinazolinilo, piridilo y
bifenilo.

Los términos “heterociclilo”, “heterociclo”, “heterociclico” o “heterociclo” se refieren a radicales en forma de
anillo que contienen heteroatomos saturados, parcialmente insaturados e insaturados, que también se pueden
llamar “heterociclilo”, “heterocicloalquenilo” y “heteroarilo”, en consecuencia, donde los heteroatomos se
pueden seleccionar de nitrégeno, azufre y oxigeno. Ejemplos de radicales heterociclilo saturados incluyen
grupo heteromonociclico saturado de 3 a 6 miembros que contiene 1 a 4 atomos de nitrégeno (por ejemplo,
pirrolidinilo, imidazolidinilo, piperidino, piperazinilo, etc.); grupo heteromonociclico saturado de 3 a 6 miembros
que contiene 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 4tomos de nitrégeno (por ejemplo, morfolinilo, etc.); grupo
heteromonociclico saturado de 3 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 dtomos de nitrégeno
(por ejemplo, tiazolidinilo, etc.). Ejemplos de radicales heterociclilo parcialmente insaturados incluyen
dihidrotiofeno, dihidropirano, dihidrofurano y dihidrotiazol. Los radicales heterociclilo pueden incluir un nitrégeno
pentavalente, tal como en radicales de tetrazolio y piridinio. El término “heterociclo” también abarca radicales
donde los radicales heterociclilo se condensan con radicales arilo o cicloalquilo. Ejemplos de tales radicales
biciclicos condensados incluyen benzofurano, benzotiofeno y similares.

El término “heteroarilo” se refiere a radicales heterociclilo arométicos insaturados. Ejemplos de radicales
heteroarilo incluyen grupos heteromonociclicos insaturados de 3 a 6 miembros que contienen 1 a 4 atomos de
nitrégeno, por ejemplo, pirrolilo, pirrolinilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazinilo,
triazolilo (por ejemplo, 4H-1, 2, 4-triazolilo, 1H-1, 2, 3-triazolilo, 2H-1, 2, 3-triazolilo, etc.) tetrazolilo (por ejemplo,
1H-tetrazolilo, 2H-tetrazolilo, etc. ), etc.; grupo heterociclilo condensado insaturado que contiene 1 a 5 4tomos
de nitrégeno, por ejemplo, indolilo, isoindolilo, indolizinilo, bencimidazolilo, quinolilo, isoquinolilo, indazolilo,
benzotriazolilo, tetrazolopiridazinilo (por ejemplo, tetrazolo[1, 5-b]piridazinilo, etc.), etc; grupo
heteromonociclico insaturado de 3 a 6 miembros que contiene un dtomo de oxigeno, por ejemplo, piranilo,
furilo, etc.; grupo heteromonociclico insaturado de 3 a 6 miembros que contiene un atomo de azufre, por
ejemplo, tienilo, etc.; grupo heteromonociclico insaturado de 3 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de
oxigeno y 1 a 3 atomos de nitrégeno, por ejemplo, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo (por ejemplo, 1, 2, 4-
oxadiazolilo, 1, 3, 4-oxadiazolilo, 1, 2, 5-oxadiazolilo, etc.) etc.; grupo heterociclilo condensado insaturado que
contiene 1 a 2 4tomos de oxigeno y 1 a 3 4tomos de nitrégeno (por ejemplo, benzoxazolilo, benzoxadiazolilo,
etc.); grupo heteromonociclico insaturado de 3 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de azufrey 1 a 3
atomos de nitrégeno, por ejemplo, tiazolilo, tiadiazolilo (por ejemplo, 1, 2, 4-tiadiazolilo, 1, 3, 4-tiadiazolilo, 1, 2,
5-tiadiazolilo, etc.) etc.; grupo heterociclilo condensado insaturado que contiene 1 a 2 4tomos de azufrey 1a 3
atomos de nitrégeno (por ejemplo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, etc.) y similares.

El término “heterocicloalquilo” se refiere a radicales alquilo sustituidos con heterociclo. Los radicales
heterocicloalquilo mas preferidos son radicales “heterocicloalquilo inferior” que tienen de uno a seis atomos de
carbono en el radical heterociclo.

El término “alquiltio” se refiere a radicales que contienen un radical alquilo lineal o ramificado, de uno a
aproximadamente diez 4tomos de carbono unidos a un atomo de azufre divalente. Los radicales alquiltio
preferidos tienen radicales alquilo de uno a aproximadamente veinticuatro &tomos de carbono o,
preferiblemente, de uno a aproximadamente doce atomos de carbono. Los radicales alquiltio méas preferidos
tienen radicales alquilo que son radicales “alquiltio inferior” que tienen de uno a aproximadamente diez dtomos
de carbono. Los mas preferidos son radicales alquiltio que tienen radicales alquilo inferiores de uno a
aproximadamente ocho atomos de carbono. Ejemplos de tales radicales alquiltio inferiores incluyen metiltio,
etiltio, propiltio, butiltio y hexiltio.

Los términos “aralquilo” o “arilalquilo” se refieren a radicales alquilo sustituidos con arilo tales como bencilo,
difenilmetilo, trifenilmetilo, feniletilo y difeniletilo.

Eltérmino “ariloxi” se refiere a radicales arilo unidos a través de un atomo de oxigeno a otros radicales.

Los términos “aralcoxi’ o “arilalcoxi” se refieren a radicales aralquilo unidos a través de un atomo de oxigeno a
otros radicales.

El término “aminoalquilo” se refiere a radicales alquilo sustituidos con radicales amino. Los radicales alquiltio
preferidos tienen radicales alquilo de aproximadamente uno a aproximadamente veinticuatro atomos de
carbono o, preferiblemente, de uno a aproximadamente doce 4tomos de carbono. Los radicales aminoalquilo
méas preferidos son “aminoalquilo inferior” que tienen radicales alquilo que tienen de uno a aproximadamente
diez atomos de carbono. Los mas preferidos son los radicales aminoalquilo que tienen radicales alquilo
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inferiores que tienen de uno a ocho atomos de carbono. Ejemplos de tales radicales incluyen aminometilo,
aminoetilo y similares.

Eltérmino “alquilamino” indica grupos amino que estan sustituidos con uno o dos radicales alquilo. Los radicales
alquilamino preferidos tienen radicales alquilo de aproximadamente uno a aproximadamente veinticuatro
atomos de carbono o, preferiblemente, de uno a aproximadamente doce atomos de carbono. Los radicales
alquilamino més preferidos son “alquilamino inferior” que tienen radicales alquilo que tienen de uno a
aproximadamente diez atomos de carbono. Los més preferidos son los radicales alquilamino que tienen
radicales alquilo inferiores que tienen de uno a ocho dtomos de carbono. El alquilamino inferior adecuado puede
ser N-alquilamino monosustituido o N, N-alquilamino disustituido, tal como N-metilamino, N-etilamino, N, N-
dimetilamino, N, N-dietilamino o similares.

El término “sustituido” se refiere a la sustituciéon de uno o més radicales hidrégeno en una estructura dada con
el radical de un sustituyente especificado que incluye, entre otros, halo, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
heterociclilo, tiol, alquiltio, ariltio, alquiltioalquilo, ariltioalquilo, alquilsulfonilo, alquilsulfonilalquilo,
arilsulfonilalquilo, alcoxi, ariloxi, aralcoxi, aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo,
alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo, haloalquilo, amino, ftrifluorometilo, ciano, nitro, alquilamino, arilamino,
alquilaminoalquilo, arilaminoalquilo, aminoalquilamino, hidroxi, alcoxialquilo, carboxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, aminocarbonilalquilo, acilo, aralcoxicarbonilo, acido carboxilico, acido sulfénico, sulfonilo,
acido fosfénico, arilo, heteroarilo, heterociclico y alifatico.

La presente invencidn incluye todos los compuestos de la invencién marcados isotépicamente o enriquecidos
farmacéuticamente aceptables. Los compuestos incluyen uno o mas atomos que se reemplazan por atomos
que tienen el mismo nimero atémico, pero una masa atémica o un nimero masico diferente de la masa atémica
o el nimero masico que se encuentra normalmente en la naturaleza.

Los ejemplos de isétopos adecuados para su inclusién en los compuestos de la invencién comprenden isétopos
de hidrogeno, tales como 2H y 2H, carbono, tales como 'C, 18C y 14C, nitrégeno, tales como nitrégeno, como "N
y 15N, oxigeno, como %0, 170 y 180, cloro, como 3Cl, fllior, como™F, yodo, 23| y 25|, fésforo, como 32P, v,
azufre, como 35S,

Por simplicidad, los restos quimicos que se definen y se mencionan en todo el documento pueden ser restos
quimicos univalentes (por ejemplo, alquilo, arilo, etc.) o restos multivalentes en las circunstancias estructurales
apropiadas claras para los expertos en la técnica. Por ejemplo, un resto “alquilo” puede referirse a un radical
monovalente (por ejemplo, CHs-CH2), 0 en otros casos, un resto ligante bivalente puede ser “alquilo”, en cuyo
caso los expertos en la técnica entenderan que el alquilo es un radical divalente (por ejemplo, -CH2-CH2-), que
es equivalente al término “alquileno”. De manera similar, en circunstancias en las que se requieren restos
divalentes y se indican como “alcoxi”, “alquilamino”, “ariloxi”, “alquiltio”, “arilo”, “heteroarilo”, “heterociclico”,

“alquilo”, “alquenilo”, “alquinilo”, “alifatico” o “cicloalquilo”, los expertos en la técnica entenderan que los términos

“alcoxi”, “alquilamino”, “ariloxi”, “alquiltio”, “arilo”, “heteroarilo”’, “heterociclico”, “alquilo”, “alquenilo”, “alquinilo”,
“alifatico” o “cicloalquilo” se refieren al resto divalente correspondiente.

Tal como se usa en la presente, los términos “halégeno” o “halo” se refieren a un atomo que se selecciona de
fluoro, cloro, bromo y yodo.

Los términos “compuesto”, “farmaco” y “profarmaco” como se usan en la presente incluyen todas las sales
farmacéuticamente aceptables, cocristales, solvatos, hidratos, polimorfos, enantiémeros, diastereoisdmeros,
racematos y similares de los compuestos, farmacos y profarmacos que tienen las férmulas como se exponen
en la presente.

Los sustituyentes indicados como unidos a través de puntos variables de uniones pueden unirse a cualquier
posicién disponible en la estructura de anillo.

Como se usa en la presente, el término “cantidad efectiva de los compuestos objeto”, con respecto al método
de tratamiento objeto, se refiere a una cantidad del compuesto objeto que, cuando se administra como parte
de la pauta posolégica deseada, lleva al abordaje de la enfermedad o el trastorno a estandares clinicamente
aceptables.

“Tratamiento” o “que trata” se refiere a un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos 0 deseados
en un paciente. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos deseados o beneficiosos incluyen, entre
otros, uno o mas de los siguientes: alivio de los sintomas, reducciéon de la extensién de la enfermedad,
estabilizacién (es decir, no empeoramiento) del estado de una enfermedad, prevencién de la propagacién o
recidiva de una enfermedad, demora o enlentecimiento del progreso de la enfermedad, mejora del estado de
enfermedad y remisién (tanto parcial como total).
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Ejemplos

Cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo

CI\S/IO

N™ Cl

Se afladid cloruro de tionilo (60 mL, 823 mmol) a agua (360 mL) a 0 °C durante 60 min, de modo que la
temperatura se mantuvo entre 0 °C y 7 °C. Después de agitar la mezcla durante 17 horas a 15 °C, se afiadid
CuCl (0.218 g, 1.9 mmol) y la solucién resultante se enfriéd a 0 °C. En un matraz separado, una solucién de 6-
cloro-3-aminopiridina (25 g, 195 mmol) en HCI conc. (195 mL) se enfrié a -5 °C y se tratd gota a gota con una
solucién de nitrito de sodio (14.4 g, 208 mmol) en agua (58 mL) mientras que la temperatura se mantuvo entre
-5 °C y 0 °C. Cuando se completé la adicion, esta solucidén se afiadié después a la solucidn preenfriada de
cloruro de tionilo en agua a 0 °C y se agité durante 1 h. El sélido se recogié por filtracion, se lavé con agua y
se secd para producir cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo (26.0 g); RMN 'H (DMSO) &: 7.48-7.50 (d, J=9.2Hz,
1H), 7.96-7.98 (m, 1H), 8.55-8.56 (d, J=3.2Hz, 1H).

6-cloro-N,N-dietilpiridin-3-sulfonamida:

\

\/N\S//O
O// AN

~

N Cl

Se afiadié cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo (3.0 g, 14 mmol) a una solucién a 0 °C de dietilamina (1.24 g,
16.9 mmol) y trietilamina (5.23 mL, 42.3 mmol) en DCM (20 mL). Después de agitar a t. a., durante 16 h, la
mezcla de reaccién se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con DCM (2x25 mL). Las capas orgéanicas
combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con NaxSOa4 y se concentraron para producir 6-cloro-
N,N-dietilpiridin-3-sulfonamida (3.0 g); (ESI +ve, 249.1 [M+H]); RMN 'H (DMSO) 6: 1.05-1.08 (t, 6H), 3.19-3.24
(9, 4H), 7.77 (d J=8.4Hz, 1H), 8.25-8.28 (q, 1H), 8.83 (d, J=2.4Hz 1H).

N,N-dietil-6-hidrazinilpiridin-3-sulfonamida:

Y

\/N\S//
O// AN

Se disolvié 6-cloro-N,N-dietilpiridin-3-sulfonamida (3.0 g, 12 mmol) en EtOH (30 mL) y se tratd con hidrato de
hidrazina (2.44 g, 48 mmol). Se calentd la reaccidn para hacerla hervir a reflujo durante 16 h, se enfrié después
at a.,yseelimind el EtOH al vacio. El sélido se tritur6 con EtzO para producir N,N-dietil-6-hidrazinilpiridin-3-
sulfonamida (2.7 g); (ESI +ve, 245.1 [M+H]); RMN 'H (DMSO) &: 1.02-1.05 (t, 6H), 3.07-3.12 (c, 4H), 5.03 (s,
2H), 6.77 (d, J=8Hz, 1H), 7.70-7.73 (c, 1H), 8.29 (d, J=2Hz, 1H), 8.46 (s, 1H).

N,N-dietil-3-ox0-2,3-dihidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida:

de  p
\/O//S/,/N//<

3 \NI

NH

Se disolvié N, N-dietil-6-hidrazinilpiridin-3-sulfonamida (2.0 g, 8.18 mmol) en THF (20 mL), se traté con CDI
(1.99 g, 1.22 mmol) y se calentd para hacer hervir a reflujo durante 16 horas. La reaccion se diluyé con agua
(100 mL) y se extrajo después con EtOAc (2x 200 mL). Los materiales organicos combinados se lavaron con
agua (2 x 200 mL), se secaron con Na2SOs4 y se concentraron para producir N,N-dietil-3-ox0-2,3-dihidro-
[1,2,41triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (1.8 g); (ESI +ve, 249.11 [M+H]); RMN 'H (DMSO) 5: 1.23-1.25 (t,
6H), 3.16-3.25 (c, 4H), 7.30-7.36 (m, 2H), 8.07-8.07 (t, 1H), 12.79 (s, 1H).

3-cloro-N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida:
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Se calenté N,N-dietil-3-ox0-2,3-dihidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.20 g, 0.73 mmol) y
POCIs (6 mL) a 110 °C durante 16 horas. La reaccion se enfrid, se vertid sobre hielo triturado y se neutralizé
con solucién saturada de NaHCOs. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 15 mL), y los compuestos organicos
combinados se lavaron con salmuera (10 mL), se secaron con NaxSOa4 y se concentraron para producir 3-cloro-
N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.16 g); (ESI| +ve, 289.14[M+H]); RMN 'H (DMSO) &: 1.09-
1.12 (t, 6H), 3.26-3.31 (c, 4H), 7.66-7.68 (c, 1H), 7.98-8.00 (m, 1H), 8.57-8.58 (m, 1H).

Ejemplo 1: 3-(bencilamino)-N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida:
\/N\szo '/*2'
=
C;/ N \N
N

Se calentaron 3-cloro-N,N-dietil{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.15 g, 0.52 mmol) y BnNH2 (1 mL)
a 140 °C durante la noche. La reaccién se diluyd con agua (20 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 15 mL). Las
capas orgénicas combinadas se lavaron con salmuera (10 mL), se secaron con NaxSO4 y se concentraron para
producir 3-(bencilamino)-N,N-dietil-{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.05 g, 27%);, (ESI +ve,
361.23[M+H]); RMN "H (DMSO) &: 1.02-1.05 (t, 6H), 3.15-3.20 (c, 4H), 4.46-4.47 (d, J=6 2H), 7.19-7.28 (c, 1H),
7.30-7.35 (m, 4H), 7.49-7.56 (m, 2H), 7.70-7.73 (t, 1H), 8.96 (s, 1H).

Se prepararon compuestos representativos de la invencién de una manera similar al ejemplo 1 (esquema 1)
usando las aminas apropiadas.
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N-etilpiridin-3-amina:

L
N/N/\
H

Se agitaron 3-aminopiridina (2.0 g, 21.2 mmol), acetonitrilo (4.36 g, 106 mmol), y Pd/C al 10% (0.2 g) en MeOH
(20 mL) a 25 °C en atmoésfera de Hz durante 16 horas. Se filtrd la mezcla a través de Celite y el filtrado se
concentré. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, MeOH al 5-10% / DCM)
para producir N-etilpiridin-3-amina (0.7 g).

6-cloro-N-etil-N-(piridin-3-il)piridin-3-sulfonamida:

Se afladié cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo (1.0 g, 4.7 mmol) a una solucién a 0 °C de N-etilpiridin-3-amina
(0.7 g, 5.66 mmol) y trietilamina (1.95 mL, 14 mmol) en DCM (30 mL). Después de agitar at. a., durante 16 h,
la reaccién se diluyd con agua (15 mL) y se extrajo con DCM (2x 15 mL). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (15 mL), se secaron con Na2SOa y se concentraron para producir 6-cloro-N-etil-N-(piridin-
3-il)piridin-3-sulfonamida (1.0 g).

N-etil-6-hidrazinil-N-(piridin-3-il)piridin-3-sulfonamida:

N N #
LJ dYN
N o -NH,

Se disolvié 6-cloro-N-etil-N-(piridin-3-il)piridin-3-sulfonamida (0.3 g, 1.0 mmol) en EtOH (5 mL) y se tratd con
hidrato de hidrazina (0.2 mL, 4.0 mmol). Se calenté la reaccién a 80 °C durante 16 h, se enftié después a t. a,,
y se eliminé el EtOH al vacio. El sélido se triturd con EtzO para producir N-etil-6-hidrazinil-N-(piridin-3-il)piridin-
3-sulfonamida (0.3 g).

(R)-2-(5-(N-etil-N-(piridin-3-il)sulfamoil )piridin-2-il)-N-(1-feniletil)hidrazina-1-carbotioamida:

N

X N\//O

| 4
0

1§
N b
NH
HN\n/N
S

Se disolvié N-etil-6-hidrazinil-N-(piridin-3-il)piridin-3-sulfonamida (0.3 g, 1.0 mmol) en THF (15 mL), después se
tratd con trietilamina (0.35 mL, 2.55 mmol) y (R)-(1-isotiocianatoetil)benceno (0.250 g, 1.53 mmol). Después de
agitarat. a., durante 16 h, la reaccidn se diluy6 con agua (40 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 40 mL). Las capas
organicas combinadas se secaron con Na2xSQ4, y se concentraron. El producto bruto se purificd por
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cromatografia (gel de silice, MeOH al 5-10% / DCM) para producir (R)-2-(5-(N-etil-N-(piridin-3-
ilysulfamoil)piridin-2-il)-N-(1-feniletil)hidrazin-1-carbotioamida (0.34 g).

Ejemplo 58: (R)-N-etil-3-((1-feniletil)amino)-N-(piridin-3-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida:

\ O HN ;
N.
\ ~
BRa¢ Mﬂ@
= N
N \ \Nt

(R)-2-(5-(N-etil-N-(piridin-3-il)sulfamoil )piridin-2-il)-N-(1-feniletil)hidrazin-1-carbotioamida (0.34 g, 0.74 mmol)
se disolvié en THF (5 mL), y se trat6 con trietilamina (0.24 mL, 1.78 mmol) y yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio
(0.22 g, 0.89 mmol). después de agitar a t. a., durante 30 min, se diluyé la reaccién con agua (40 mL) y se
extrajo con EtOAc (2x 40 mL). Las capas orgénicas combinadas se secaron con Na2SQOs, y se concentraron.
El producto bruto se purificd por cromatografia (gel de silice, MeOH al 5-10% / DCM) para producir (R)-N-etil-
3-((1-feniletil)amino)-N-(piridin-3-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.035 g, 11%); MS: ESI +ve
42295 [M+H]; RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0.99 (t, 3H), 1.5 (d, J=6, 3H), 3.69 (c, 2H), 4.9 (t, 1H), 6.9 (dd,
J=9y1,1H), 7.2 (t, 1H), 7.3 (t, 2H), 7.4 (m, 3H), 7.5 (d, J=8, 1H), 7.5 (d, J=7, 1H), 7.6 (d, J=8, 1H), 8.4 (d, J=2,
1H), 8.5 (dd, J=4y 1, 1H), 8.8 (s, 1H).

6-bromo-{1, 2, 4] triazolo[4, 3-a]piridin-3(2H)-ona

0

Br Z N//(
NH

\ \NI

La 5-bromo-2-hidrazinilpiridina (2.00 g, 10.6 mmol) en THF (20 mL) se traté con CDI (2.59 g, 15.9 mmol) a t.
a., y después se agit6é para hacerlo hervir a reflujo durante la noche. La reaccién se diluy6é con agua (50 mL) y
se extrajo con EtOAc (2x 50 mL). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se
secaron con Na2SOas y se concentraron para dar 6-bromo-[1, 2, 4]triazolo[4, 3-a]piridin-3(2H)-ona (1.50 g, 67%);
ESI +ve 213.85 [M+1].

6-bromo-3-cloro-[1,2,41]triazolo[4,3-a]piridina
Cl

Br Pz N/\<N

\ \NI
Se calentd 6-bromo-[1,2,4ltriazolo[4,3-a]piridin-3(2H)-ona (1.50 g, 7.0 mmol) en POCIs (15 mL) a 110 °C
durante la noche. La reaccién se enfrid, se vertié sobre hielo triturado y se neutralizé con solucién saturada de
NaHCOs (250 mL). La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL), y los compuestos organicos combinados se

lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con Na2SO4 y se concentraron para producir 6-bromo-3-cloro-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridina (1.11 g, 68%); ESI +ve 234.10 [M+1].

N-bencil-6-bromo-[1,2,41triazolo[4,3-a]piridin-3-amina

6-bromo-3-cloro-[1, 2, 4]triazolo[4, 3-a]piridina (1.11 g, 4.79 mmol) en bencilamina (5 mL) se calent a 140 °C
durante la noche. La reaccién se diluyd con agua (100 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 50 mL). Las capas
organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron en Na2SOyg, y se concentraron. El material
bruto se cromatografié (20-25% de EtOAc/hexano) para dar N-bencil-6-bromo-{1,2 4]triazolo[4,3-a]piridin-3-
amina (0.43 g, 29%); ESI +ve 303.17 [M+1].

N-3-bencil-{1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridin-3,6-diamina
HN
HaN oy, ,\(N
2 \N/
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Se traté N-bencil-6-bromo-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3-amina (0.10 g, 0.33 mmol) en DMSO (2 mL) con
K2COs (0.038 g, 0.49 mmoal), L-prolina (0.015 g, 0.13 mmol) y Cul (0.012 g, 0.07 mmol) a t. a., y se agitd durante
15 min. Se afiadié NH4OH (25%) (0.03 mL, 0.49 mmol) a la mezcla de reaccién y se calent6é a 90 °C durante la
noche. La reaccién se diluyd con agua (50 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 25 mL). Las capas orgéanicas
combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con Na>SOs y se concentraron para producir N3-
bencil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3,6-diamina (0.06 g, 77%); ES| +ve 240.30 [M+1].

Ejemplo 59: N-(3-(bencilamino)-{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-il)-4-metoxibencenosulfonamida

N3-bencil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3,6-diamina (0.20 g, 0.84 mmol) en piridina (2 mL) se tratd con cloruro de
4-metoxibencenosulfonilo (0.17 g, 0.84 mmol) a 0 °C, después se agité durante la noche at. a. La reacciéon se
diluyé con agua (100 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 100 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera (50 mL), se secaron en Na2SOs, y se concentraron. El producto bruto se cromatografié ([35-401%
EtOAc/hexano) para producir N-(3-(bencilamino)-{1,2, 4]triazolo[4,3-a]piridin-6-il)-4-metoxibencenosulfonamida
(0.02 g, 8%); ESI +ve 410.29 [M+1]: RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) &: 3.80 (s, 3H), 4.40-4.42 (d, J=5.6Hz, 2H),
7.05-7.10 (t, 3H), 7.21-7.22 (d, J=6.4Hz, 2H), 7.27-7.34 (m, 5H), 7.62-7.64 (d, J=8.4Hz, 2H), 8.15 (s, 1H), 10.0
(s, 1H).

Cloruro de 2-cloropiridin-4-sulfonilo

La 4-amino-2-cloropiridina (1.29 g, 10 mmol), TFA (10 mL), y con HCI (5 mL) se trataron con NaNO2 (2.07 g,
30 mmol) en agua (7.5 mL) a 0 °C, después se agitaron durante 1 h a 0 °C. La solucién se filtré a -5 °C y se
afiadié a una solucién de CuCl (0.10 g, 0.7 mmol), CuCl2 (0.67 g, 3.9 mmol) en HOAc que contenia SOz disuelto
(60 mL) (preparado burbujeando gas SOz a través de HOAc a t. a. durante 2 h) a 0 °C. La mezcla de reaccién
se agité a 0 °C durante 1.5 h y se diluyé con DCM (50 mL). La reaccién se lavé con agua helada (2 x 50 mL),
NaHCOs saturado (2 x 50 mL) y salmuera (50 mL). La capa organica se secd con Na2S0Oq, y se concentré para
producir cloruro de 2-cloropiridin-4-sulfonilo (1.05 g, 49%); RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) 8: 7.82-7.84 (m, 1H),
7.93 (s, 1H), 8.78-8.80 (m, 1H).

2-cloro-N,N-dietilpiridin-4-sulfonamida

Z "N
QA
/\N,S\\O Cl

)

Se agité dietilamina (0.51 mL, 4.90 mmol) y TEA (2.06 mL, 14.8 mmol) en DCM (10 mL) a 0 °C durante 30 min.
Se afiadié cloruro de 2-cloropiridin-4-sulfonilo (1.05 g, 4.90 mmol) a 0 °C y la reaccién se agit6 a t. a. durante
la noche. La reaccién se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con DMC (2x 25 mL). Las capas orgéanicas
combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron en Na2SOs, y se concentraron. El producto bruto se
purificd por cromatografia (15-20% de EtOAc/hexano) para producir 2-cloro-N,N-dietilpiridin-4-sulfonamida
(0.70 g, 57%); ESI +ve 249.15 [M+1].

N,N-dietil-2-hidrazinilpiridin-4-sulfonamida

Z "N
O\\S ™ ! NfNHZ
/\N’ \b H

)

La 2-cloro-N,N-dietilpiridin-4-sulfonamida (0.70 g, 2.8 mmol) en EtOH (5 mL) se traté con hidrazina (0.70 g, 14
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mmol) a 0 °C y después se sometié a reflujo durante la noche. Se enfrié la reaccién at. a. El EtOH se destilé y
el sélido se trituré con EtzO para dar N,N-dietil-2-hidrazinilpiridin-4-sulfonamida (0.32 g, 46%); ESI| +ve 245.25
[M+1].

N,N-dietil-3-ox0-2,3-dihidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida

= N/Q
o) NH
\\ \ \NI

N,N-dietil-2-hidrazinilpiridin-4-sulfonamida (0.32 g, 1.3 mmol) en THF (5 mL) se trat6 con CDI (0.318g, 1.9mmol)
at a. ydespués se agitd para hacer hervir a reflujo durante la noche. La reaccién se diluy6 con agua (50 mL)
y se extrajo con EtOAc (2x 50 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se
secaron en Na2xSQOs4, y se concentraron. El producto bruto se purificé por cromatografia (40-45% de
EtOAc/hexano) para dar N,N-dietil-3-oxo0-2,3-dihidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida (0.125 g, 35%);
ESI +ve 271.26 [M+1].

3-cloro-N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida

Cl

A

QA Ay
/\N’S\b

Se calenté N,N-dietil-3-ox0-2,3-dihidro-[1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridin-7-sulfonamida (0.125 g, 0.40 mmol) en
POCIs(1 mL) a 100 °C durante la noche. La reaccion se enfrid, se vertid sobre hielo triturado y se neutralizé
con solucién saturada de NaHCOs. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 15 mL), y los compuestos organicos
combinados se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con NaxSOa4 y se concentraron para producir 3-cloro-
N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida (0.04 g, 30%); ESI| +ve 288.76 [M+1].

Ejemplo 60: N,N-dietil-3-(neopentilamino)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida

Se calenté 3-cloro-N,N-dietil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida (0.10 g, 0.30 mmol) en neopentilamina
(1 mL) a 120 °C durante la noche. La reaccién se enfrié, se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con EtOAc
(2% 25ml). Los materiales organicos se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con NaxSOs y se
concentraron para producir N,N-dietil-3-(neopentilamino)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-7-sulfonamida (0.009 g,
8%); ESI +ve 340.43 [M+1]; RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) &: 0.92 (s, 9H), 1.05-1.09 (t, J=7.2Hz, 6H) 3.11-
3.12 (d, J=6.4Hz, 2H), 3.219-3.26 (c, J=7Hz, 4H), 6.97-7.02 (m, 1H), 7.13-7.15 (m, 1H), 7.71 (s, 1H), 8.75-8.77
(d, J=6.8Hz, 1H).

Cloruro de 6-cloro-2-metilpiridin-3-sulfonilo

|
N Cl

Se afiadi6 cloruro de tionilo (4 mL, 29.6 mmol) durante 1 h a agua (24 mL), mientras se mantenia la temperatura
de (0-7) °C, después se agitd la solucién a 15 °C durante la noche. Se afiadié CuCl (0.010 g, 0.07 mmol) y se
enfrié a -3 °C. En otro matraz, se afiadié gota a gota una soluciéon de 3-amino-6-cloro-2-metilpiridina (1.00 g,
7.01 mmol) en HCI conc. (6.0 mL) a -5 °C a una solucién de nitrito de sodio (0.50 g, 7.5 mmol) en agua (2 mL)
mientras se mantenia la temperatura de -5 °C a 0 °C. Cuando se completé la adicion, esta solucién se afiadié
después a la solucién de cloruro de tionilo preenfriada y se agité a -2 °C durante 10 min, después a 0 °C durante
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75 min. El sélido se filtr6, se lavd con agua y se secé para dar cloruro de 6-cloro-2-metilpiridin-3-sulfonilo (0.80
g, 51%); RMN "H: (400 MHz, DMSO-ds) &: 2.67 (s, 3H), 7.28-7.30 (dd, J=0.4, 8.0 Hz, 1H), 8.00-8.02 (d J=8.0,
1H).

6-cloro-N,N-dietil-2-metilpiridin-3-sulfonamida

ﬁ

\/N\S//o
(5’ = IN
= Cl
La dietilamina (0.31 g, 4.24 mmol) y el TEA (1.47 mL, 10.6 mmol) en DMC (10 mL) se enfriaron a 0 °C y se
trataron con cloruro de 6-cloro-2-metilpiridin-3-sulfonilo (0.80 g, 3.53 mmol) en porciones y se agitaron a t. a.
durante la noche. La reaccién se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con DMC (2x 25 mL). Las capas orgénicas

combinadas se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron con NaxSOg, y se concentraron para producir 6-
cloro-N,N-dietil-2-metilpiridin-3-sulfonamida (0.90 g, 98%); ESI| +ve, 263.31[M+H].

N,N-dietil-6-hidrazinil-2-metilpiridin-3-sulfonamida

\

\/N\S//O

S
O// ’\l NH
AN N 2

H

6-cloro-N,N-dietil-2-metilpiridin-3-sulfonamida (0.9 g, 3.80 mmol) en EtOH (10 mL) se traté con hidrazina (0.76
g, 15.2 mmol) y se calentd para hacer hervir a reflujo durante la noche. Después de enfriar, el etanol se destilé
y el sélido resultante se trituré con EtzO para producir N,N-dietil-6-hidrazinil-2-metilpiridin-3-sulfonamida (0.8 g,
91%); ESI +ve, 259.36 [M+H].

N,N-dietil-5-metil-3-ox0-2,3-dihidro-{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida

o

(0]
\/N\ 2
S\~ NJ(
INH
N

/7
O
\ =~

N,N-dietil-6-hidrazinil-2-metilpiridin-3-sulfonamida (0.8 g, 3.10 mmol) en THF (10 mL) se traté con CDI (0.75 g
4.6 5mmol) y se sometié a reflujo durante la noche. La reaccién se diluy6é con agua (100 mL) y se extrajo con
EtOAc (200 mL). Los compuestos organicos se lavaron con agua (2 x 100 mL), se secé sobre Na2SOqs, y se
concentré. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (MeOH al 0-10% / DCM) para producir
N,N-dietil-5-metil-3-ox0-2,3-dihidro-{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.70 g, 79%); ESI +ve, 285.32
[M+H].

3-cloro-N,N-dietil-5-metil{1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida
~_N< //O
S
7/
0]

Cl
Sk

N

Se calentd N,N-dietil-5-metil-3-ox0-2,3-dihidro{1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridin-6-sulfonamida (0.7 g) en POCIs (7
mL) a 110 °C durante la noche. La reaccién se enfri6, se vertié sobre hielo triturado y se neutralizd con solucién
saturada de NaHCOs (250 mL). Se extrajo la mezcla con EtOAc (2x 20 mL), y se lavaron los compuestos
organicos combinados con salmuera (50 mL), se secaron sobre NaxSOg, y se concentraron. El producto bruto
se purificé por cromatografia en columna (MeOH al 0-2% / DCM) para dar 3-cloro-N,N-dietil-5-metil-
[1,2,41triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.3 g, 40%); ESI +ve, 303.32[M+H].
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Ejemplo 61: 3-(bencilamino)-N,N-dietil-5-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida

e

HN

N_#
N //S P N/\<
o N
\ o 4

N

Una solucién de 3-cloro-N,N-dietil-5-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida (0.3 g, 0.99 mmol) en
bencilamina (1 mL) se calentd a 140 °C durante la noche. Se enfrié la mezcla de reaccion, se diluy6 con agua
(20 mL) y se extrajo con EtOAc (2x 15 mL). Se lavaron las capas organicas con salmuera (10 mL), se secaron
sobre Na2S8Q04, y se concentraron. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (35-40% de
EtOAc/hexano) para producir 3-(bencilamino)-N,N-dietil-5-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-sulfonamida
(0.075 g, 37%); ESI +ve, 374.93 [M+H]; RMN "H: (400 MHz, DMSO-ds) &: 1.04-1.07 (t, 6H), 2.90 (s, 3H), 3.21-
3.26 (c, 4H), 4.49-4.51 (d, J=6.4, 2H), 7.20-7.29 (m, 3H), 7.36-7.39 (m, 3H), 7.59-7.62 (t, 1H), 7.76-7.78 (d,
J=9.2, 1H).

2-cloro-5-(feniltio)piridina

S
AP
Z ¢l
Una solucién de NaOMe (0.37 M en MeOH) (40 mL, 15 mmol) se traté con 2-cloro-5-yodopiridina (3.0 g, 12.5
mmol), tiofenol (1.65 g, 15 mmol) y cobre (0.318 g, 5.0 mmol) a t. a., y después se calent6 para hacer hervir a
reflujo durante la noche. Después de enfriar a t. a., la reaccion se diluyé con NaOH 1 N (50 mL), el MeCH se
destilé y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). Los compuestos orgénicos se secaron con

salmuera (50 mL), se secaron con Na2SOa4 y se concentraron para producir 2-cloro-5-(feniltio)piridina (4.2 g);
ESI +ve 222.1 [M+1].

2-cloro-5-(fenilsulfonil)piridina

N~ °Cl

La 2-cloro-5-(feniltio)piridina (4.0 g, 18.1 mmol) en DCM (50 mL) se traté con mCPBA (50%) (13.0 g, 45.3 mmol)
en DCM (50 mL) y se agitd durante 1 h a (0-10) °C. El precipitado se filtr6, y el filtrado se diluyé con DCM, se
lavé con NaOH 1 N (2 x 25 mL) y salmuera (50 mL), se secé con NaxSOys, y se concentrd para producir 2-cloro-
5-(fenilsulfonil)piridina (2.3 g, 50%); RMN 'H: (400 MHz, DMSO) 6: 7.00-7.02 (m, 2H), 7.63-7.65 (m, 2H), 7.99-
8.00 (d, J=7.6, 2H), 8.40-8.42 (m, 1H), 9.02-9.03 (s, 1H).

2-hidrazinil-5-(fenilsulfonil)piridina

La 2-cloro-5-(fenilsulfonil)piridina (2.3 g, 9.09 mmol) en EtOH (40 mL) se traté con hidrazina (99%) (1.81 g, 36.4
mmol) a 0 °C, después se calenté para hacerlo hervir a reflujo durante la noche. Después de enfriarat. a,, la
reaccidn se concentrd y el residuo se trituré con EtzO para dar 2-hidrazinil-5-(fenilsulfonil)piridina (1.2 g, 53%);
ESI +ve 250.1 [M+1].

6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3(2H)-ona
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La 2-hidrazinil-5-(fenilsulfonil)piridina (0.5 g, 2.0 mmol) en dicloroetano (15 mL) a t. a. se traté con CDI (0.49 g,
3.0 mmol), después se calentd para hacerlo hervir a reflujo durante la noche. La reaccién se concentré y el
residuo se traté con agua (50 mL). El precipitado se filtr6 y se secé para dar 6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4,3-
a]piridin-3(2H)-ona (0.40 g, 72%); ESI +ve 276.1 [M+1].

3-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridina

e @
£l

O//
NS \N

Se calenté 6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3(2H)-ona (0.40 g, 1.45 mmol) en POCIs (4 mL)a 110 °C
durante la noche. Después de enfriar a t. a., la reaccién se vertié sobre hielo, se neutraliz6 con NaHCOs
saturado y se extrajo con EtOAc (2 x 25 mL). Los compuestos organicos se lavaron con salmuera, se secaron
con Na2SOa4 y se concentraron para producir 3-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridina (0.140 g, 32
mmol); ESI +ve 294.0 [M+1].

Ejemplo 62: (R)-N-(1-feniletil)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridin-3-amina

e I
S
=
O’/ N \N
\ \NI

Se calenté 3-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[4, 3-a]piridina (0.13 g, 0.44 mmol) en (R)-1-feniletan-1-amina
(0,2 mL) a 140 °C durante la noche. La reaccién se enfrid, se diluy6é con agua (50 mL) y se extrajo con EtOAc
(2x 30 mL). Se lavaron las capas organicas con salmuera (25 mL), se secaron sobre Na>SOq4, y se concentraron.
El producto bruto se cromatografié (25% de EtOAc/hexano) para producir (R)-N-(1-feniletil)-6-(fenilsulfonil)-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-3-amina (0.075 g, 44%); ESI +ve 379.1 [M+1]; RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) d:
1.45-1.46 (d, J=6.8, 3H), 4.87-4.91 (m, 1H), 7.16-7.20 (t, 1H), 7.27-7.30 (t, 2H), 7.38-7.40 (d, J=7.6, 2H), 7.46-
7.49 (dd, J=9.2, 1H), 7.60-7.63 (t, 2H), 7.67-7.72 (m, 2H), 7.75-7.77 (dd, J=2, 9.2, 1H), 8.03-8.05 (m, 1H), 9.25
(s, 1H).

Se prepararon compuestos representativos de la invencién de una manera similar al ejemplo 62 usando las
aminas apropiadas.

Ndmero | Estructura LCMS Namero | Estructura LCMS
m/z m/z
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2-cloro-5-(feniltio)piridina: A una solucién agitada de metanol (700 mL) se le afiadié Na metal (8.06 g, 350 mmol)
a 25 °C. Una vez disuelto el metal Na, se afiadieron 2-cloro-5-yodopiridina (70.0 g, 292.34 mmol), bencenoetiol
(38.64 g, 350.7 mmol) y cobre (7.42 g, 116.758 mmol) y la mezcla se calent6 a 80 °C durante 16 h. La reaccién
se enfrié a 25 °C, se afladié NaOH 1 N (500 mL) y se evaporé el metanol. La mezcla de reaccién se diluy6 con
agua (500 mL)y el producto se extrajo con acetato de etilo (2 x 500 mL). La capa organica se lavé con salmuera
(500 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se destilé para obtener 2-cloro-5-(feniltio)piridina en bruto
(80.0 g, (221.90 [M+1])) como un liquido que se hizo pasar a la siguiente etapa sin purificacién.

2-cloro-5-(fenilsulfonil)piridina: A una solucién agitada de 2-cloro-5-(feniltio)piridina (80.0 g, 361.9 mmol) en
MDC (500 mL) se le afiadié una solucién de mCPBA al 60% (260.0 g, 904.9 mmol) en MDC (500 mL) gota a
gota a (0-10) °C. La reaccidn se agité a 25 °C durante 2 h. El precipitado se separé por filtracion, y el filtrado
se lavd con NaOH 1 N (500 mL*2) y salmuera (500 mL), se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se separd
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por destilacién. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo al 20% en hexano)
para obtener 2-cloro-5-(fenilsulfonil)piridina (65 g).

5-(fenilsulfonil)piridin-2-amina: Se agitdé una solucién de 2-cloro-5-(fenilsulfonil)piridina (65.0 g, 256.9 mmol) en
amoniaco acuoso (650 mL) a 100 °C en autoclave durante 16 h. La mezcla de reaccion se enfrid a 25 °C y se
diluyé con agua (1000 mL). El sélido se filtré y se sec6 a vacio para obtener 5-(fenilsulfonil)piridin-2-amina (52.0
g, 235 [M+1]).

RMN 1H: (400MHz, DMSO) &: 6.476-6.498(d, J=8.8, 1H), 7.108 (s, 2H), 7.576-7.616 (m, 2H), 7.636-7.675 (m,
1H), 7.754-7.783 (m, 1H), 7.887-7.909 (m, 2H), 8.430-8.436 (d, J=2.4, 1H).

Etil-1-(carboxamido)-3-(5-(fenilsulfonil)piridin-2-iljtiourea: A una solucién agitada de 5-(fenilsulfonil)piridin-2-
amina (52.0 g, 222.0 mmol) en dioxano (500 mL) se le afiadié isotiocianato de etoxicarbonilo (29.12 g, 222.0
mmol) a 25 °C en atmésfera de nitrégeno y la mezcla de reaccién resultante se agité a 25 °C durante 16 h. El
disolvente se separd por destilacion, se afiadié agua (1000 mL) y la mezcla se agitd durante 1 h. El sélido se
filtré y se secé a vacio para obtener el derivado de tiourea (74.0 g, 365.9 [M+1]).

9V
s’ N

7N N

o S—NH
\©§N 2

6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: A una solucién agitada de hidrocloruro de hidroxilamina
(70.44 g, 1013 mmol) en metanol (600 mL) y etanol (600 mL) se le afiadié DIPEA (112.29 mL, 608 mmol) gota
a gota a 25 °C. A continuacién, se afiadié el derivado de tiourea (74.0 g, 202.7 mmol) en una porcién a 25 °C
y la reaccién se agité durante 2 h a 25 °C y después a 60 °C durante 16 h. El disolvente se separ6 por
destilacidn, la masa de reaccién se diluy6é con agua (1000 mL) y la mezcla resultante se agitd durante 1 h. El
sélido se filtr6 y se secé a vacio para obtener 6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (52.0g, 274.9
[M+]). RMN 1H: (400 MHz, DMSO) &: 6.539 (s, 2H), 7.460-7.484 (d, J=9.6, 1H), 7.619-7.656 (t, 2H), 7.693-
7.729 (m, 1H), 7.757-7.785 (d, J=9.2 1H), 8.043-8.067 (d, J=8.8, 2H), 9.250-9.253 (d, J=1.2, 1H).
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2-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina: A una  solucién agitada de  6-(fenilsulfonil)-
[1,2,41triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (52.0 g, 189.4 mmol) en HCI conc. (625 mL) se le afiadié dihidrato de cloruro
de cobre (II) (8.39 g, 49.24 mmol) a 25 °C. La mezcla de reaccién se enfrié a 0-5 °C y se afiadid nitrito de sodio
(15.68 g, 227.0 mmol) en agua (293 mL) gota a gota a 0-5 °C durante 30 min y la reaccién se agité a 25 °C
durante 16 h. La masa de reaccién se diluyé con agua (3000ml) y se agitd durante 1 h. El sélido se filtré y se
sec6 a vacio para dar producto bruto que se purificé por cromatografia en columna (metanol al 2% en MDC)
para obtener 2-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina (44.0 g) RMN 1H: (400 MHz, DMSO) &: 7.638-
7.686(m, 2H), 7.726-7.769(m, 1H), 7.967-8.006(m, 1H), 8.092-8.125(m, 3H), 9.741(s, 1H).
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Ejemplo 80: N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: Se calenté una
solucién agitada de 2-cloro-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina (0.15g, 0.51mmol) en 2,3-dihidro-1H-
inden-2-amina (0.15 mL) a 140 °C durante 16 h. La mezcla de reaccion se enfrié, se diluyé con metanol y se
filtré. El producto sélido bruto se purificd por cromatografia en columna (acetato de etilo al 30% en hexano)
para obtener N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (0.140g, 391.4
[M+1]. RMN 1H: (400MHz, DMSO) (13525) 6: 2.906-2.962 (m, 2H), 3.248-3.306 (m, 2H), 4.431-4.483 (m, 1H),
7.137-7.169 (m, 2H), 7.204-7.234 (m, 2H), 7.460-7.476 (d, 6.4Hz, 1H), 7.517-7.540 (d, 9.2Hz, 1H), 7.626-7.663
(m, 2H), 7.697-7.737 (m, 1H), 7.794-7.822 (m, 1H), 8.064-8.085 (m, 2H), 9.347-9.350(d, 1.2Hz, 1H). Los
compuestos representativos de la invencién se prepararon de una manera similar al ejemplo 80 a partir de 2-
cloro-6-(fenilsulfonil){1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina y la amina apropiada.
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(N-(4-bromobencil)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a]piridin-2-amina: Una solucién agitada de 2-cloro-6-
(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina (40.0g, 136.1mmol) en (4-bromofenil)metanamina (40 g, 214.9 mmol)
se calent6 a 140 °C durante 16 h. La mezcla de reaccidn se enfrid, se diluyé con metanol y se agité durante 1
h. El sélido se filtr6 y se secd a vacio para obtener (N-(4-bromobencil)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]piridin-2-amina (38.0 g, 444.9 [M+1]) RMN 1H: (400 MHz, DMSO) &: 4.437-4.453 (d, J=6.4, 2H), 7.286-7.307
(d, J=8.4, 2H), 7.482-7.520 (m, 3H), 7.611-7.649 (t, 2H), 7.688-7.738 (c, 2H), 7.783-7.811 (d, J=9.2, 1H), 8.042-
8.063 (d, J=8.4, 2H), 9.287-9.290 (d, J=1.2, 1H).

\ N
Ejemplo 94: 6-(fenilsulfonil)-N-(4-(piridin-2-il)bencil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina:

A una solucién agitada de N-(4-bromobencil)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1 ,5-a]piridin-2-amina (42.0 g, 94.74
mmol) (420 mL) y 2-(tributilestanil)piridina (48.8 g, 132.6 mmol) en DMF se le afiadidé 6xido de cobre (II) (1.68
g) ¥ la solucién se desgasificé con argén durante 30 min. Se afiadié tetrakis (10.92 g, 9.47 mmol) y la reaccidn
se calenté a 100 °C durante 16 h. La mezcla de reaccién se enfrid y se filtré a través de Celite y se lavé con
acetato de etilo (2 x 500ml). El filtrado se lavé con agua (2 x 500 mL), se lavd con salmuera (500 mL), se secd
sobre sulfato de sodio anhidro y el disolvente se destil6 para obtener producto bruto que se purificé por
cromatografia en columna (acetato de etilo al 40% en MDC) para obtener 6-(fenilsulfonil)-N-(4-(piridin-2-
ibencil)-[1,2,41triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (14.3 g, 442 [M+1]). RMN 1H: (400 MHz, DMSO) & : 4.537-4.553
(d, J=6.4, 2H), 7.345-7.347 (m, 1H), 7.441-7.462 (d, J=8.4, 2H), 7.505-7.506 (d, J=0.4, 1H), 7.607-7.645 (t, 2H),
7.684-7.702 (t, 1H), 7.752-7.791 (c, 2H), 7.858-7.862 (d, J=1.6, 1H), 8.014-8.034 (d, J=8, 1H), 8.044-8.056 (m,
4H), 8.636-8.650 (m, 1H), 9.306-9.311 (t, 1H).

Se prepararon compuestos representativos de la invencion de una manera similar al ejemplo 94 a partir de N-
(4-bromobencil)-6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina y el reactivo de estanilo apropiado.
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2-(4-bromofenil)piridina: A una solucién agitada de 2-bromopiridina (5.0 g, 31.64mmol) en THF: H2O (50:25 mL)
se le afladié KoCOs (6.91 g) a 25 °C. La mezcla de reaccién se desgasificé con argén durante 30 minutos.
Después se afiadid tetrakis (462 mg) y la reaccién se desgasificd de nuevo con argén durante 15 minutos. Se
afiadié acido (4-bromofenil)bordnico (7.62 g, 37.97 mmol) y la reaccion se desgasificé con argén durante 15
minutos y se calenté a 80 °C durante 24 h. La mezcla de reaccidn se enfrié hasta 25 °C. La mezcla de reaccién
se diluyé con agua fria (500 mL) y se extrajo con EtOAc (250 mL x 2). La capa organica se lavé con salmuera
(20 mL), se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se destilé para dar el producto bruto que se purificé por
cromatografia ultrarrdpida para dar 2-(4-bromofenil)piridina pura como un liquido amarillo claro (4.1 g, 234.1
[M+H]) RMN 1H: (400 MHz, CDCI3) (31678) &: 7.50-7.55 (m, 1H), 7.57-7.61 (m, 2H), 7.68-7.78 (m, 2H), 7.80-
7.90 (m, 2H), 8.70-8.71 (m, 1H).

Ejemplo 97: 6-(fenilsulfonil)-N-(4-(piridin-2-il)fenil)-[1,2,41triazolo[1,5-a]piridin-2-amina:

Se prepard una solucién de 6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (300 mg, 1.09 mmol), 2-(4-
bromofenil)piridina (304 mg, 1.31 mmol), davefos (68 mg, 0.17 mmol) y CS2CO3 (708 mg, 2.18 mmol) en 1,4-
dioxano seco (15 mL). La reaccién se desgasificd en nitrégeno y vacio durante 10 minutos. Se afiadié
Pd(OAc)2 (39 mg, 0.17 mmol) y la mezcla de reaccidén se calent6é después a 90 °C durante 16 h. Se enfri6 la
mezcla de reaccién, se diluy6 con agua (50 mL) y se extrajo con EtOAc (50 mL x 2). La capa orgénica se lavd
con salmuera (30 mL), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro y se evapord hasta sequedad para dar un producto
bruto que se purificé por cromatografia ultrarrapida (MDC al 0-5 % en metanol) para dar 6-(fenilsulfonil)-N-(4-
(piridin-2-ihfenil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina pura (10 mg, 428.09 [M+H]). RMN 1H: (400 MHz, DMSO)
(3716) 8: 7.27-7.30 (m, 1H), 7.66-7.68 (m, 2H), 7.71-7.75 (m, 3H), 7.81-7.86 (m, 2H), 7.91-7.95 (m, 2H), 8.06-
8.12 (m, 4H), 8.62-8.63 (d, 1H), 9.545-9.548 (d, j=1.2Hz, 1H), 10.197 (s, 1H).

Los compuestos representativos de la invencidn se prepararon de una manera similar al ejemplo 97 a partir de
6-(fenilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina y el bromuro de arilo apropiado.
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5-fenilpiridin-2-amina: A una solucidén agitada de 5-bromopiridin-2-amina (2.0 g, 11.55 mmol) en dioxano: H20
(20 : 4 mL) se le afiadi6 acido fenilborénico (1.26 g. 10.40 mmol) y Na2COs3 (2.45 g, 23.14 mmol) a 25 °C. La
mezcla de reaccion se desgasificé con argdn durante 30 min. Se afiadié tetrakis (668.5 mg, 0.578 mmol). La
mezcla de reaccidn se calentd a 80 °C durante 16 h. Después, la mezcla de reaccidén se enfrig, se diluy6 con
agua (50 mL) y se extrajo en EtOAc (150 mL x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20 mL), se secd
sobre sulfato de sodio anhidro y se destilé6 para dar el producto bruto que se purificé por cromatografia
ultrarrapida para dar 5-fenilpiridin-2-amina pura (1.8 g). RMN 1H: (400 MHz, DMSO) (31196) &: 6.07 (s, 2H),
6.51-6.53 (m, 2H), 7.24-7.28 (m, 2H), 7.38-7.42 (m, 2H), 7.55-7.57 (m, 2H), 7.62-7.71 (m, 1H), 8.24-8.25
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(d, J=2.0 Hz, 1H).

d N’N
B—NH
o

6-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: A una solucién agitada de 5-fenilpiridin-2-amina (1.8 g, 10.57 mmol)
en 1,4-dioxano (20.0 mL) se le afiadi6 isotiocianato de etiltiocarbonilo (1.18 mL, 10.57 mmol) gota a gota a 25
°C. La mezcla de reaccién se agité a 25 °C durante 16 h. Se diluyé la mezcla resultante con agua (200 mL) y
se extrajo con EtOAc (100 mL x 2). La capa orgénica se lavé con salmuera (20 mL), se sec6 sobre sulfato
sédico anhidro y se destilé para dar el derivado de tiourea (3.8 g) en forma de un sélido amarillo claro que se
us6 inmediatamente sin purificacién. A una solucién de hidroxilamina HCI (4.38 g, 63.04 mmol) en MeOH:EtOH
(20: 20 mL) se afiadié DIPEA (6.5 mL, 37.82 mmol) gota a gota seguido del derivado de tiourea (3.8 g,12.60
mmol). La mezcla de reaccion se dej6 agitar a 25 °C durante 16 h y después se concentré. El producto bruto
se diluyd con agua (300 mL) y se extrajo en EtOAc (300 mL x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20
mL), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro y se destild para dar 6-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina en
forma de un sélido marrdn claro (2.0 g, 211.24 [M+H]).

= N’N\
« \N>—NH

7\

Ejemplo 100: 6-fenil-N-(4-(piridin-2-il)fenil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: Se preparé una solucidén
agitada de 6-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (500 mg, 2.13 mmol), 2-(4-bromofenil)piridina (538 mg,
2.56 mmol), davephos (142 mg, 0.36 mmol) y CS2C03(1.39 g, 4.27 mmol) en 1,4-dioxano seco (15 mL). La
mezcla se desgasificé con nitrégeno y vacio durante 10 minutos. Se afiadié Pd(OAc)2 (81.4 g, 0.36 mmol) y la
mezcla de reaccidn se calentd a 90 °C durante 16 h. La reaccién en bruto se enfrié a 25 °C, se diluyé con agua
(200 mL) y se extrajo en EtOAc (50 mL x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20 mL), se secé sobre
sulfato sédico anhidro y se destilé para dar un producto bruto que se purificé por cromatografia ultrarrapida
para dar 6-fenil-N-(4-(piridin-2-il)fenil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina pura (29 mg, 363.42 [M+H]). RMN
1H:(400 MHz, DMSO) (32904) &: 7.26-7.29 (m, 1H), 7.42-7.44 (m, 1H), 7.51-7.53 (m, 1H), 7.68-7.70 (m,1H),
7.81-7.86 (m, 5H), 7.91-7.93 (m,1H), 7.95-7.98 (m, 1H), 8.06-8.08 (m, 2H),8.62-8.63 (m,1H), 9.20-9.22 (m,1H),
9.94 (s,1H).

d‘/ X

N Cl

Cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo: Se afiadié cloruro de tionilo (60 mL, 822.9 mmol) al agua (361 mL) durante
60 min a 0 °C mientras se mantenia la temperatura entre 0 °C y 7 °C. Se agité la solucién a 15 °C durante 16
h. A continuacién, se afiadié Cu(l)Cl (0.218 g,1.94 mmol) y la reaccién se enfrié a -3 °C. En un matraz separado,
una solucién agitada de 6-cloropiridin-3-amina (25.0 g,194.5 mmol) en HCl conc. (195 mL) a -5 °C y se afiadid
gota a gota una solucién de nitrito de sodio (14.4 g, 208.1 mmol) en agua (58 mL) durante 45 min mientras se
mantenia la temperatura entre -5 °C y 0 °C. La suspensién resultante se enfrié a -2 °C, se agitd durante 10 min
y posteriormente se afiadi6 al primer matraz durante 95 minutos mientras se mantenia la temperatura entre -3
°C y 0 °C. Una vez completada la adicién, la mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 75 min. El precipitado
sélido resultante se filtr, se lavd con agua y se secé a vacio para dar cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo (26.0
g). RMN 1H: (400 MHz, DMSQ) (35756) &: 7.484-7.507(dd, J=1.6, 8.4 1H), 7.956-7.983 (dd, J=2.4, 8.4 1H),
8.551-8.559 (dd, J=0.8, 2.4 1H).
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2-cloro-5-(piperidin-1-ilsulfonil)piridina: A una solucién agitada de piperidina (5.3 mL, 51.8 mmol) en
diclorometano (80 mL) se le afiadié TEA (19.84 mL, 141.4 mmol) y la solucién se agité durante 30 min a 25 °C.
Se afiadié una solucién de cloruro de 6-cloropiridin-3-sulfonilo (10 g, 47.1 mmol) en diclorometano (50 mL)a 0
°C y la mezcla se agitd a 25 °C durante 1 h. Se diluyé la mezcla de reaccién con agua (500 mL) y se extrajo
con diclorometano (250 mL x 2). La capa orgénica se lavd con salmuera (250 mL), se secd sobre sulfato de
sodio anhidro y se evapord para dar 2-cloro-5-(piperidin-1-ilsulfonil)piridina (12 g).

O// AN

P

N” NH,

5-(piperidin-1-ilsulfonil)piridin-2-amina: Se prepar6 una solucién agitada de 2-cloro-5-(piperidin-1-
ilsulfonil)piridina (3.7 g, 14.19 mmol) en amoniaco acuoso (40 mL) que se calenté a 100 °C durante 72 h. La
mezcla de reaccién se enfrié a 25 °C, se diluyé con agua (100 mL) y se extrajo en EtOAc (150 mL x 2). La capa
organica se lavé con salmuera (100 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se destil para obtener 5-
(piperidin-1-ilsulfonil)piridin-2-amina (3.0g). RMN 1H: (400MHz, DMSQ) (6742) &: 1.366-1.394 (m, 2H), 1.513-
1.554 (m, 4H), 2.814-2.841 (m, 4H), 6.508-6.531(d, 9.2Hz, 1H), 6.964 (s, 2H), 7.586-7.614 (m, 1H), 8.184 (s,
1H).

A una solucién agitada de 5-(piperidin-1-ilsulfonil)piridin-2-amina (3.0 g, 12.43 mmol) en dioxano (30 mL) se le
afiadié isotiocianato de etoxicarbonilo (1.5 mL, 12.43 mmol) a 25 °C en atmésfera de nitrégeno y la mezcla de
reaccidn resultante se agité a 25 °C durante 16 h. El disolvente se separé por destilacién para obtener el
producto bruto que se purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo al 20% en hexano) para obtener
el derivado de tiourea (3.8 g) en forma de un sélido blanco.

O\J\Srp
// / N’N
o) S—NH
\@N 2

6-(piperidin-1-ilsulfonil){1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: A una solucién agitada de hidrocloruro de
hidroxilamina (3.54 g, 51.01 mmol) en metanol (20 mL) y etanol (20 mL) se le afiadié DIPEA (5.23 mL, 30.60
mmol) gota a gota a 25 °C. El derivado de tiourea (3.8 g, 10.20 mmol) se afiadié después en una porcién a 25
°C y la mezcla de reaccién resultante se agité a 25 °C durante 2 h y después se calent6 a 60 °C durante 16 h.
El disolvente se retiré por destilacién, y la masa de reaccién en bruto se diluy6é con agua (100 mL) y se agitd
durante 10 minutos. El sélido resultante se filtr6 para obtener 6-(piperidin-1-ilsulfonil){1,2 41triazolo[1,5-
aJpiridin-2-amina (2.6 g, 281.79 [M+]). RMN 1H: (400MHz, DMSO) (7947) &: 1.378-1.389 (m, 2H), 1.551 (s, 4H),
2.959-2.985 (m, 4H), 6.475 (s, 2H), 7.494-7.517 (d, 9.2Hz, 1H), 7.608-7.635 (m, 1H), 8.931 (s, 1H).

/, 7 -N
o) "Ny
=N

2-cloro-6-(piperidin-1-ilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina: A una solucién agitada de 6-(piperidin-1-ilsulfonil)-
[1,2,41triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (0.2 g, 0.71 mmol) en HCI (4 mL) se le afiadié cloruro de cobre (Il) dehidrato
(0.032 g, 0.18 mmol) a 25 °C. La mezcla de reaccion resultante se enfrid a 5 °C y se afiadidé una solucién de
nitrato de sodio (0.059 g, 0.85 mmol) en agua (2 mL). La mezcla de reaccidn resultante se agité a 5 °C durante
30 minutos y después a 25 °C durante 16 h. La masa de reaccidn bruta se diluy6é con agua (100 mL) y se agitd
durante 10 minutos. El sélido resultante se filtré para obtener 2-cloro-6-(piperidin-1-ilsulfonil){1,2,41triazolo[1,5-
alpiridina (0.15 g, 301.3 [M+1]). RMN 1H:(400 MHz, DMSO) (9016) &: 1.377-1.391 (d, 5.6Hz, 2H), 1.529-1.584
(m, 4H), 3.018-3.045 (t, 5.6Hz, 4H), 7.937-7.965 (m, 1H), 8.008-8.034 (m, 1H), 9.443-9.449 (m, 1H).
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Ejemplo 101: N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-6-(piperidin-1-ilsulfonil){1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina: Una
solucién agitada de 2-cloro-6-(piperidin-1-ilsulfonil)-{1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina (0.1 g, 0.33 mmol) en
benzolild][1,3]dioxol-5-metanamina (0.1 mL) se calenté a 140 °C durante 16 h. Se enfrié la mezcla de reaccién,
se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con diclorometano (25 mL x 2). La capa organica se lavd con salmuera
(20 mL), se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se destilé para dar un producto bruto que se purificé por
HPLC prep. para dar N-(benzo[d]1,3]dioxol-5-ilmetil)-6-(piperidin-1-ilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-
amina pura como un sélido de color blanquecino (60 mg, 415.75 [M+H]). RMN 'H:(400 MHz, DMSO) (15874) 6:
1.37-1.38 (m, 2H), 1.53-1.54 (m, 4H), 2.95-2.97 (m, 4H), 4.38-4.39 (d, J=6.4 Hz, 2H), 5.96 (s,2H), 6.81-6.86 (m,
2H), 6.92 (s,1H), 7.52-7.58 (m,2H), 7.62-7.65 (m,1H), 8.97-8.98 (d, J=1.2 Hz, 1H).

Los compuestos representativos de la invencién se prepararon de una manera similar al ejemplo 101 a partir
de 2-cloro-6-(piperidin-1-ilsulfonil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina y la amina apropiada.
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Ensayos para detectar y medir el efecto de los compuestos sobre los canales de dF508-CFTR Ensayo de Alto
Rendimiento de CFRT-YFP:

Ensayo corrector

El siguiente protocolo esté disefiado para seleccionar selectivamente compuestos de molécula pequefia para
las actividades correctoras de F508del CFTR en el ensayo de flujo de YFP de HTS. En este protocolo, las
células se incuban con compuestos de prueba durante 24 horas, se lavan con PBS, se estimulan con forskolina
y un potenciador estandar, y se leen en un lector de placas HTS de 384 pocillos, tal como el Hamamatsu FDDD-
6000.

La intensidad de fluorescencia de YFP se adquiere a alta velocidad antes y después de inyectar tampén de
yoduro a las células de ensayo. El yoduro entra en las células a través de canales activos de CFTR en la
membrana plasmética, y extingue la fluorescencia de YFP. La tasa de extincién de fluorescencia esta
relacionada proporcionalmente con las actividades CFTR totales en la membrana celular. El corrector dF508-
CFTR acelera la extinciéon de YFP aumentando el nimero de moléculas de CFTR en la membrana plasmatica
celular de prueba.

Este método se desarrollé inicialmente para lectores de placa de sobremesa (Galietta, 2001), y se adapté al
formato HTS (Sui, 2010).

Se cultivaron células tiroideas de rata Fisher (FRT) que expresaban establemente tanto AF508-CFTR humano
como una proteina fluorescente amarilla sensible a haluro (YFP-H148Q/I152L 25, 22) (Galietta, 2001) en
superficie plastica en medio F12 de Ham modificado de Coon suplementado con FBS al 10%, L-glutamina 2
mM, penicilina 100U/mL y estreptomicina 100 ug/mL. Se usaron G418 (0.75 mg/mL a 1.0 mg/mL) y zeocina
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(3.2 yg/mL) para la seleccién de células FRT que expresaban AF508-CFTR e YFP. Para el cribado primario,
las células FRT se sembraron en placas de microvaloracién de fondo transparente de pared negra de 384
pocillos (Costar; Corning Inc.) a una densidad celular de 20000-40000 por pocillo. El compuesto de prueba se
aplicé a las células a concentraciones variables de 2 nM a 40 nM en una serie de dilucién de 2 veces o 3 veces.
Las células se incubaron en un incubador de cultivo celulara 37 °C con COz al 5% durante 24 a 26 horas. Las
placas de ensayo se lavaron con medio DPBS (Thermo, cat num., SH30028.02) para eliminar las células no
unidas y el compuesto. Se afiadié a los pocillos de la placa un medio de estimulacién (25 pl) que contenia 20
MM de forskolina y 30 pM de P3 [2-metoxi-bencilamida de &cido 6-(etil-fenil-sulfonil)-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-
3-carboxilico] en medio modificado de Hams F-12 coon y se incub6 a temperatura ambiente durante 60-120
min. Después se afiadieron 25 pl de tampén HEPES-PBS-I (HEPES 10 mM, MgCl21 mM, KCI 3 mM, CaClz 1
mM, Nal 150 mM) y se registraron inmediatamente curvas de extincién por fluorescencia (excitacién 500 nm /
emisién 540 nm; exposicidn 136 ms) en un lector de placas FDSS-6000 (Hamamatsu). Las tasas de extincion
se derivaron del ajuste de minimos cuadrados de los datos (Sui, 2010).

Ensayo de potenciador

El siguiente protocolo esté disefiado para seleccionar selectivamente compuestos de molécula pequefia para
las actividades del potenciador de F508del CFTR en el ensayo de flujo de YFP de HTS. En este protocolo, las
células se incuban a 27 °C durante 24 horas con expresién de dF508-CFTR potenciada homogéneamente en
la membrana celular por la baja temperatura, se lavan con PBS, se estimulan con forskolina y se leen en un
lector de placas HTS de 384 pocillos, tal como el Hamamatsu FDDD-6000.

La intensidad de fluorescencia de YFP se adquiere a alta velocidad antes y después de inyectar tampén de
yoduro a las células de ensayo. El yoduro entra en las células a través de canales activos de CFTR en la
membrana plasmética, y extingue la fluorescencia de YFP. La tasa de extincién de fluorescencia esta
relacionada proporcionalmente con las actividades CFTR totales en la membrana celular. Los potenciadores
dF508del-CFTR aceleran la extincién de YFP aumentando las actividades de CFTR en la membrana plasmatica
celular de prueba.

Este método se desarrollé inicialmente para lectores de placa de sobremesa (Galietta, 2001), y se adapté al
formato HTS (Sui, 2010).

Se cultivaron células tiroideas de rata Fisher (FRT) que expresaban establemente tanto AF508-CFTR humano
como una proteina fluorescente amarilla sensible a haluro (YFP-H148Q/I152L 25, 22) (Galietta, 2001) en
superficie plastica en medio F12 de Ham modificado de Coon suplementado con FBS al 10%, L-glutamina 2
mM, penicilina 100U/mL y estreptomicina 100 pg/mL. Se usaron G418 (0.75 mg/mL a 1.0 mg/mL) y zeocina
(3.2 pg/mL) para la seleccién de células FRT que expresaban AF508-CFTR e YFP. Para el cribado primario,
las células FRT se sembraron en placas de microvaloracién de fondo transparente de pared negra de 384
pocillos (Costar; Corning Inc.) a una densidad celular de 20000 a 40000 por pocillo. Las células se incubaron
en un incubador de cultivo celular a 37 °C con COz al 5% durante 24 a 26 horas. Las placas de ensayo se
lavaron con medio DPBS (Thermo, cat num., SH30028.02) para eliminar las células no unidas. El compuesto
de ensayo se aplicd a las células a concentraciones variables de 2 nM a 40 nM en una serie de dilucién de 2
veces 0 3 veces en DPBS y se estimulé con forskolina 20 uM (concentracién final) en medio modificado de
Hams F-12 coon. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 60 a 120 minutos. Se afiadieron
entonces 25 pl de tampén HEPES-PBS-I (HEPES 10 mM, MgClz 1 mM, KCI 3 mM, CaCl2 1 mM, Nal 150 mM)
y se registraron inmediatamente curvas de extincién por fluorescencia (excitacién 500 nm / emisién 540 nm;
exposicién 136 ms) en un lector de placa FDSS-6000 (Hamamatsu). Las tasas de extincién se derivaron del
ajuste de minimos cuadrados de los datos (Sui, 2010).
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protein-based iodide influx high-throughput screening assay for cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) modulators. Assay Drug Dev. Technol. 2010 Dec;8(6): 656-68.

Cultivo celular

Se obtuvieron células epiteliales primarias de las vias respiratorias CF a partir del nicleo de adquisicién de
tejido de fibrosis quistica UNC y cultivo celular. Las células se cultivan a 37 °C en un incubador Heracell 150i
usando medios de crecimiento (BEGM, Fischer). Las células se transfirieron después a medios de
diferenciacién (ALI, UNC) durante un minimo de 4 semanas en pocillos de Costar recubiertos. Dos dias antes
del ensayo Ussing, el moco sobre la superficie apical de las células se aspiré después de incubar con 200 pl
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de medio de diferenciacion durante al menos treinta (30) minutos. Un dia antes del ensayo Ussing se afiadieron
compuestos de prueba a la superficie basolateral de las células a diversas concentraciones de prueba disueltas
en DMSO. Se afiadieron las mismas concentraciones de correctores a 3 0 4 pocillos dando un protocolo de
n=3 o n=4.

Usando el ensayo

Las camaras de uso y la abrazadera de voltaje asociada se obtuvieron de Physiologic Instruments, (San Diego,
CA). Los ensayos de uso se realizaron a 37 °C. Se us6 solucién salina fisiolégica tamponada con HEPES (HB-
PS) en las cdmaras apical y basolateral con glucosa afiadida a las soluciones basolaterales. Los epitelios se
equilibraron durante 15 minutos en las cdmaras mientras que la temperatura del bafio y el voltaje transepitelial
se estabilizan y se ajustan antes de la aplicacidén de la abrazadera de voltaje.

Los compuestos se afiadieron en el siguiente orden:

Etapa Camara

Benzamil 3.0 uM durante 20 minutos solo adicidn apical
Forskolina 10 uM durante 20 minutos adicién apical + basolateral
10 uM de Genestein durante 20 minutos adicién apical + basolateral
CFTR-172 10 uyM durante 20 minutos adicién apical + basolateral
Bumetanida 20 M durante 30 minutos solo adicidon basolateral

Las resistencias y la corriente del circuito corto (tipicamente >300 Q-cm2) de cada camara se grabaron cada
10 segundos en un PC usando Acquire and Analyze (Physiologic Instruments).
Analisis

La eficacia de los compuestos de prueba se comparé usando el promedio de la respuesta de forskolina y la
respuesta de CFTR-172 del compuesto de prueba dividido por el promedio de la respuesta de forskolina y el
CFTR-172 provocado por el control positivo. Las puntuaciones normalizadas se tabularon para todos los
compuestos y las concentraciones.

Tabla I: Ensayo de alto rendimiento de CFTR-YFP; se aplican los siguientes significados:

El porcentaje de eficacia se notifica como el EMéax normalizado para el control positivo. “+++” se refiere a
EMax >80%, “++” se refiere a un intervalo del 80% al 40%, “+” se refiere a un intervalo del 40% al 10%.
ECso: “+++” se refiere a ECso <1uM, “++” se refiere a un intervalo ECso de entre 1-10 uM, “+” se refiere a
ECs0>10 uM.

N.° de ejemplo Eméx Ec50

1 +++ +++

2 +++ +++

3 ++ +++

4 +++ +++

5 +++ +++

6 ++ ++

7 ++ +++

8 +++ +++

9 +++ +++

10 +++ +++

11 +++ +++

12 ++ ++

13 ++ +++

14 ++ +

15 ++ +

16 ++ +++

17 +++ +++

18 ++ ++

19 +++ +++

20 +++ +++

21 +++ +++

22 ++ +++

23 +++ +

24 +++ ++

25 +++ +++
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26 +++ +++
27 +++ +++
28 +++ +++
29 +++ +++
30 +++ +++
31 ++ ++

32 ++ ++

33 +++ +++
34 +++ +++
35 +++ +++
36 +++ +++
37 +++ +++
38 +++ +++
39 +++ +++
40 +++ +++
41 +++ +++
42 +++ +++
43 +++ +++
44 +++ +++
45 +++ +++
46 ++ +++
47 ++ +++
48 +++ +++
49 +++ +++
50 +++ +++
51 +++ +++
52 +++ ++

53 +++ +++
54 +++ ++

55 + +++
56 +++ +++
57 ++ ++

58 ++ +++
59 ++ +++
60 +++ +++
61 + ++

62 +++ +++
63 ++ +++
64 +++ +++
65 +++ +++
66 +++ +++
67 +++ +++
68 +++ +++
69 +++ +++
70 +++ +++
71 +++ ++

72 +++ ++

73 +++ +++
74 +++ +++
75 +++ +++
76 +++ ++

77 +++ +++
78 +++ +++
79 +++ ++

80 +++ +++
81 +++ +++
82 +++ +++
83 +++ +++
84 +++ ++

85 +++ +++
86 +++ +++
87 +++ +++
88 +++ +++
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89 +++ ++
90 ++ ++
91 ++ +++
92 ++ ++
93 +++ +++
94 +++ +++
97 ++ ++
100 ++ ++
101 +++ ++
102 +++ +++

Los compuestos y los procesos de la presente invencién se entenderan mejor en relacién con los siguientes
ejemplos, destinados solo a ilustracién y no limitacién del alcance de la invencién. Varios cambios y
modificaciones de las realizaciones explicadas seran evidentes para los expertos en la técnica y dichos cambios
y modificaciones incluyendo, sin limitacién, los relacionados con las estructuras quimicas, los sustituyentes, los
derivados, las formulaciones y/o los métodos de la invencién se pueden realizar dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

La patente y la literatura cientifica a la que se hace referencia en el presente documento establecen el
conocimiento que esta disponible para los expertos en la técnica.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto representado por la Férmula V o VA:
& St
Q\ R . :""-\"'f"?’;
i S . W YTy
§ Y YTy )
o § }'ﬁm“,..ﬁ-:»“‘\s:z
{;5\_ . :,\___k p Hy
}'{3;‘-.»“" ’:‘:N'a
A
st & Felrruts WA

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde:
mes0,1,203;
res0,1,203;

Cy2 se selecciona entre arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, carbociclico y carbociclico sustituido;

L1 esté ausente o alquilo C1-Cs;

cada R2se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, alifatico, alifatico sustituido,

arilo y arilo sustituido, -OR100, -NR10oR101, -C(O)R100, -C(O)OR100, -C(O)NR100R101, - N(R100)C(O)R101, -
S(0)2R100, -S(O)R100, -SR100, -S(O)2N(R100)R101, -CF3, -CN, -NO2, y -N3;R200 €s R100 0 -N(R100)(R101);

Rs es hidrégeno; y

cada Ri1oo y R101 se selecciona de alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido;

en donde cada grupo sustituido esta sustituido por uno o méas grupos seleccionados de halo, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, heterociclilo, tiol, alquiltio, ariltio, alquiltioalquilo, ariltioalquilo, alquilsulfonilo, alquilsulfonilalquilo,
arilsulfonilalquilo, alcoxi, ariloxi, aralcoxi, aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo,
alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo, haloalquilo, amino, ftrifluorometilo, ciano, nitro, alquilamino, arilamino,
alquilaminoalquilo, arilaminoalquilo, aminoalquilamino, hidroxi, alcoxialquilo, carboxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, aminocarbonilalquilo, acilo, aralcoxicarbonilo, acido carboxilico, acido sulfénico, sulfonilo,
acido fosfénico, arilo y heteroarilo.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde Rooo es arilo o arilo sustituido.
3. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde R2oo es -N(R100)(R101).
4. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde Cy2 se

selecciona de:

\ \ N/\'
——(Rigat T Ryoot | —— (Ryoolt

|
- N -
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N

| T (Rigs)t

\ \\—//\(Rms)k

t(Rws)_l
en donde:
tes1,2 3 405;
10
kes1,2 304
cada Riosy Rios se selecciona independientemente de hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sustituido,
heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo

15 sustituido;

5. Un compuesto seleccionado de la Tabla A o una sal farmacéuticamente aceptable de este:

»
ER
X
X
S
SRy
¥
N
N
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6. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la férmula

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

7. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la férmula

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

8. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la férmula
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

9. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la formula

@\ /O
g’ N
NN
] D—NH
\I;:‘QN%

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

10. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la férmula

Z /N ;—Q
NH
O\\S/Q\l/\N)_

W

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

11. El compuesto de la reivindicacién 5, que tiene la férmula

=N
NH
N
oA

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

12. Una composicidén farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 y un vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable.

13. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o un trastorno seleccionado de fibrosis quistica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria,
estrefiimiento, asma, pancreatitis, trastornos gastrointestinales, infertilidad, deficiencias de coagulacién-
fibrindlisis, angioedema hereditario tipo 1, hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia tipo 1,
abetalipoproteinemia, enfermedad de células |/pseudo-hurler, mucopolisacaridosis, sandhof/Tay-Sachs,
Crigler-Najjar tipo I, poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus, enanismo de laron, deficiencia de
mileoperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG tipo 1, enfisema hereditario,
hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT,
diabetes insipida (Dl), DI neurofiseal, DI neprogénica, sindrome de Charcot-Marie tooth, enfermedad de
Perlizaeus-merzbacher, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson esclerosis lateral amiotréfica,
paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, trastornos neurolégicos poliglutaminicos, distrofia
espongiforme y mioténica.

14. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento de la fibrosis
quistica.
15. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 6-11 para su uso en el tratamiento de la

fibrosis quistica.
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