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DESCRIPCION
Antagonistas del receptor de tromboxano
Campo técnico

La invencion se refiere a un antagonista del receptor prostanoide T (TP) representado por la férmula (X):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La invencidén también proporciona una composicién que comprende
dicho compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de la hipertension
arterial pulmonar (PAH).

Antecedentes

El prostanoide tromboxano (TX) A2 es un potente mediador de la agregacion plaquetaria y constrictor de diversos
tipos de musculo liso (SM) que incluyen SM vascular, renal/rifién, pulmonar/bronquial y de préstata. El TXAz es
ademas un potente mediador proinflamatorio y agente inmunomodulador, producido abundantemente por
plaquetas, por varios tipos de SM, por células endoteliales y ademas por macréfagos inflamatorios derivados de
monocitos. Por tanto, el TXA2 desempefia una funcién fundamental en el sistema cardiovascular (CV), renal,
pulmonar y prostatico y en la inmunidad y la inflamacién. Los desequilibrios en la sefializacidén y/o alteraciones en
los niveles de TXAz o de su receptor TXA2, que se denomina ademés receptor prostanoide T o, en forma abreviada,
TP, se han implicado en diversas causas cardiovasculares (por ejemplo, la trombosis, aterotrombosis, enfermedad
arterial periférica, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y ataque isquémico transitorio/TIA, sindrome
coronario agudo/ACS, hipertensidn sistémica e inducida por el embarazo), renal (que incluye neftitis glomerular e
hipertensién renal), pulmonar (que incluye asma e hipertensién arterial pulmonar/PAH) y enfermedades de la
préstata (por ejemplo, hiperplasia benigna de préstata/BPH), y en las diversas enfermedades inflamatorias
asociadas con esos sistemas y afecciones. Méas recientemente, se ha establecido firmemente la funcién de TXAo,
TXAz sintasa (TXAS)y su receptor, el TP, en la enfermedad neoplésica, que incluye en canceres de vejiga, prostata,
mama y pulmén donde el TXAz2 puede promover la proliferacion de células tumorales, migracién, invasion,
angiogénesis, inflamacién e inmunidad, entre otras acciones promotoras de tumores. En los seres humanos, el
TXA:2 en realidad envia sefiales a través de dos (iso)formas de receptor distintas denominadas TPa y TPB que
estan codificadas por el mismo gen y que difieren exclusivamente en sus dominios intracelulares de cola carboxilo
terminal (C). Los TP (TPa y TPB) se expresan en una variedad de células en todo el cuerpo, que incluyen las
plaquetas, en varios tipos de SM, en células endoteliales y en macréfagos, por ejemplo.

Debido a la funcién del TXAz en los sistemas CV, renal, pulmonar y prostético, existe un interés clinico significativo en
el desarrollo de antagonistas de TP, sobre todo para el tratamiento de la aterotrombosis y otros trastornos CV, renales
y pulmonares. Los antagonistas de TP tienen ademés aplicaciones potenciales en el tratamiento de diversos
proinflamatorios (que incluyen, pero sin limitarse a, CVD inflamatorias, CVD asociadas con diabetes mellitus tipo 1y
2, enfermedades renales y pulmonares, infeccién post viral/microbiana), enfermedades neoplasicas y de préstata
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(tales como hiperplasia benigna de préstata/BPH). Otros enfoques terapéuticos tradicionales que se usan actualmente
como alternativas a los antagonistas de TP tienen como objetivo inhibir la biosintesis de TXAz. Entre estos se
encuentran la clase de inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) denominados farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE), que incluye aspirina e inhibidores relacionados de COX 1 y/o COX 2. Estos inhibidores de la COX acttan
mediante inhibicién de la conversién del acido araquidénico en la endoperéxido prostaglandina (PG) Go/PGHz, la
primera etapa enzimética en la sintesis de TXAzy de los prostanoides relacionados que incluyen PGDz, PGE2, PGFaa
y PGl2/prostaciclina. Como uno de los principales sitios de sintesis de TXA:z es la plaqueta anucleada, que expresa
principalmente COX 1 en oposicién a COX 2, la aspirina en dosis bajas se usa ampliamente para reducir/inhibir la
sintesis de TXA2 dentro de las plaquetas sin afectar sustancialmente la sintesis de los otros prostanoides por la COX
1 0 COX 2 en otras células nucleadas. Por lo tanto, la aspirina en dosis bajas se usa ampliamente para prevenir la
trombosis excesiva en pacientes con riesgo de episodios CV al inhibir la generacién de TXA:z en la plaqueta anucleada.

El reconocimiento de la necesidad de desarrollar antagonistas de TP ha aumentado en los Ultimos afios principalmente
debido al hecho de que los enfoques tradicionales que implican el uso de aspirina en dosis bajas no son suficientemente
eficaces, por ejemplo, para reducir la trombosis en pacientes de riesgo y/o debido a sus efectos secundarios asociados
debido a su inhibicién indiscriminada de la sintesis de los otros prostanoides (PGD2, PGE2, PGF2q y PGI2/ prostaciclina).
La falta de eficacia también puede ocurrir debido al hecho de que un porcentaje relativamente alto de la poblacién general
muestra “resistencia a la aspirina”, una incapacidad de reduccion de los niveles de TXA2 en respuesta a la terapia con
aspirina. Ademés, puede producirse una mayor incidencia de episodios cardiovasculares adversos en pacientes que
reciben terapia con COXIB (inhibidores selectivos de COX 2), lo que sugiere que un antagonismo del receptor de TP més
dirigido, en lugar de la inhibicién de COX1/2, puede ser una forma clinicamente mas beneficiosa de inhibir los efectos
adversos de TXA2. Ademas, los antagonistas de TP, pero no la aspirina u otros AINE o COXIB, inhibiran las acciones de
TXAz y del isoprostano 8-iso-prostaglandina (PG)F2a derivado de radicales libres y de todos los demas ligandos de TP
incidentales (por ejemplo endoperdxido el PGG2/PGH2, acido 20-hidroxieicosatetraenoico/20-HETE) que ademds actlan
como agonistas totales o parciales del TP. El documento WO 2013/156871 A2 se refiere a compuestos que funcionan
como antagonistas de TP para tratar la trombosis y otras enfermedades cardiovasculares, renales o pulmonares.

Resumen

La invencién proporciona un compuesto representado por la formula (X):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La invencién también proporciona una composicién que comprende
dicho compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de la hipertension arterial
pulmonar (PAH). La invencién generalmente proporciona compuestos que se unen a los receptores de tromboxano (TX) Az
(TP) e inhiben la trombosis y otros eventos dentro de los sistemas cardiovascular, renal, pulmonar u otros en los que se
expresa TP que incluyen, aunque no de forma limitativa, plaquetas, diversos tipos de células de muasculo liso (SM), células
endoteliales, monocitos/macréfagos y determinadas células del sistema inmunitario. Los compuestos de la invencién
antagonizan con el TXA2 y otros ligandos de TP incidentales que incluyen el endoperdxido PGGo/Hz, 20-HETE e
isoprostanos (por ejemplo, 8-iso-PGF2q) que se unen al TP y estimulan la activacién y agregaciéon plaquetaria, lo que
disminuye asi el riesgo de un trombo o émbolo clinicamente significativo, o antagonizan con las isoformas TPa y/o TP
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expresadas en células de los sistemas cardiovascular, renal, pulmonar u otros. Por lo tanto, los antagonistas de TP de la
invencidén proporcionan propiedades farmacéuticas beneficiosas para tratar la trombosis y otros eventos dentro de los
sistemas cardiovascular, renal, pulmonar u otros en los que se expresa TP y/o donde sus ligandos estan desregulados.

Los compuestos de la invencién como antagonistas de TP deben actuar como farmacos terapéuticos para la
hipertensién arterial pulmonar (PAH), no solo al inhibir la vasoconstriccién excesiva sino también mediante prevencion
de la microtrombosis y, potencialmente, limitan la remodelacién de la arteria pulmonar, la hipertrofia del ventriculo
derecho (RV), la disfuncién de células endoteliales y la inflamacidn local encontrada en la PAH. El compuesto de la
invencién también puede suprimir directamente las vias de inflamacién o proliferacién implicadas en la PAH. Sumado
a esto, dado que el TP ademas media las acciones del 8-is0-PGF2q, un isoprostano derivado de radicales libres
generado en abundancia en el entorno clinico de la PAH, asi como también en otras enfermedades que implican estrés
oxidativo o lesién y que media de forma similar acciones frente a TXA2, los compuestos de la invencién ademas
antagonizaran estos efectos en la PAH. Ademas, como el TXAz es un potente agente proinflamatorio y mitogénico que
promueve la remodelacidn vascular, la restenosis y/o la hipertrofia y es el principal prostanoide constrictor derivado de
la ciclooxigenasa (COX) dentro del pulmén, el compuesto de la invencién antagonizara estos efectos.

Por lo tanto, el compuesto de la invencién tendria una ventaja adicional sobre otros agentes terapéuticos de PAH
utilizados, ya que dichos compuestos no solo inhibirian el TXAz, la principal prostaglandina vasoconstrictora
producida en el pulmén, sino que también inhibirian las acciones adversas del isoprostano derivado del estrés
oxidativo 8-is0-PGF2a, ademés de las del propio TXA2. Ademas de la PAH, en otras enfermedades como la
aterotrombosis, la sustitucién del tratamiento de referencia con aspirina por compuestos de la invencion ofrecera
varias ventajas, ya que: (i) no solo bloquean la accidén del TXAz, el PGG2/PGH:z y el 20-HETE, sino también de los
agonistas del TP insensibles a la aspirina (por ejemplo, el 8-iso-PGF2q, generado en abundancia por los radicales
libres durante una lesién oxidativa); (ii) también (a diferencia de la aspirina), inhibira el TP expresado en las células
del lecho vascular y en los macréfagos/monocitos circulantes, presentes durante la aterotrombosis inflamatoria; (iii)
superan la resistencia a la aspirina, que se estima que ocurre en aproximadamente el 33 % de la poblacion.

Los compuestos de la descripcién incluyen una bencenosulfonilurea en la que el benceno estéa sustituido por un
grupo bifenililoxi sustituido (por ejemplo, en la posicién 2) y por un grupo nitrilo (por ejemplo, en la posicién 5),
mostrando dichos compuestos resultados prometedores como antagonistas de TP selectivos de isoforma TP.

Se describen compuestos que incluyen una bencenosulfonilurea en la que el benceno esta sustituido en la posicién 2 por
un grupo bifenililoxi sustituido y en la posicién 5 por un grupo nitrilo y la urea est4 sustituida por un halégeno, un grupo
alquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo arilo o un grupo arilo halogenado, o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos. En los compuestos descritos, el grupo bifenililoxi esta sustituido por un grupo alquilo halogenado, un grupo
metoxi halogenado, una amida primaria, una amida secundaria, una amida terciaria o un grupo nitrilo.

El compuesto de la descripcion se representa mediante la férmula (1):
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donde R' se selecciona del grupo que consiste en: un halégeno, un grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo,
un grupo heterocicloalquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo cicloalquilo halogenado, un grupo arilo halogenado,
un grupo heterocicloalquilo halogenado, un grupo metoxi halogenado, un grupo etoxi, un grupo isopropoxi, un grupo
terc-butoxi, un grupo etoxi halogenado, un grupo isopropoxi halogenado, un grupo terc-butoxi halogenado, una amida
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primaria, una amida secundaria, una amida terciaria, OH, un halégeno, CO2H, metil cetona, un grupo nitrilo, un grupo
éster metilico, un grupo éster etilico, un grupo éster isopropilico, un grupo éster terc-butilico, un grupo éster metilico
halogenado, un grupo éster etilico halogenado, un grupo éster isopropilico halogenado y un grupo éster terc-butilico
halogenado; y R? se selecciona del grupo que consiste en un halégeno, un grupo alquilo, un grupo alquilo halogenado,
un grupo arilo y un grupo arilo halogenado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. R puede seleccionarse
del grupo que consiste en: un halégeno, un grupo alquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo cicloalquilo
halogenado, un grupo arilo halogenado, un grupo heterocicloalquilo halogenado, un grupo metoxi halogenado, un
grupo etoxi, un grupo isopropoxi, un grupo terc-butoxi, un grupo etoxi halogenado, un grupo isopropoxi halogenado,
un grupo terc-butoxi halogenado, una amida primaria, una amida secundaria, una amida terciaria y un grupo nitrilo; y
R? se selecciona del grupo que consiste en un haldégeno, un grupo alquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo arilo
y un grupo arilo halogenado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. A menos que se indique lo contrario,
grupo alquilo significa ramificado o no ramificado (por ejemplo, terc-butilo es un grupo alquilo).

Se describe un compuesto de formula (1), en el que R' se selecciona del grupo que consiste en: un grupo alquilo
halogenado, un grupo metoxi halogenado, una amida primaria, una amida secundaria, una amida terciaria y un
grupo nitrilo; y R? se selecciona del grupo que consiste en un grupo alquilo de 3 a 6 carbonos, y un grupo alquilo
halogenado de 3 a 6 carbonos, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se describe un compuesto de formula (1), en el que R se selecciona del grupo que consiste en: un grupo
difluorometilo, un grupo trifluorometilo, un grupo difluormetoxi, un grupo trifluormetoxi, una amida primaria, una amida
secundaria, una amida terciaria y un grupo nitrilo; y R? se selecciona del grupo que consiste en un grupo alquilo de 6 o
menos carbonos y un grupo alquilo halogenado de 6 0 menos carbonos, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe un compuesto de férmula (I1):

N
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donde R' se selecciona del grupo que consiste en: un halégeno, un grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo,
un grupo heterocicloalquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo cicloalquilo halogenado, un grupo arilo halogenado,
un grupo heterocicloalquilo halogenado, un grupo metoxi halogenado, un grupo etoxi, un grupo isopropoxi, un grupo
terc-butoxi, un grupo etoxi halogenado, un grupo isopropoxi halogenado, un grupo terc-butoxi halogenado, una amida
primaria, una amida secundaria, una amida terciaria, OH, un halégeno, CO2H, metil cetona, un grupo nitrilo, un grupo
éster metilico, un grupo éster etilico, un grupo éster isopropilico, un grupo éster terc-butilico, un grupo éster metilico
halogenado, un grupo éster etilico halogenado, un grupo éster isopropilico halogenado y un grupo éster terc-butilico
halogenado; y R? se selecciona del grupo que consiste en un haldgeno, un grupo alquilo, un grupo alquilo halogenado,
un grupo arilo y un grupo arilo halogenado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe un compuesto de formula (I1), en el que R! se selecciona del grupo que consiste en: un halégeno, un grupo
alquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo cicloalquilo halogenado, un grupo arilo halogenado, un grupo
heterocicloalquilo halogenado, un grupo metoxi halogenado, un grupo etoxi, un grupo isopropoxi, un grupo terc-butoxi,
un grupo etoxi halogenado, un grupo isopropoxi halogenado, un grupo terc-butoxi halogenado, una amida primaria, una
amida secundaria, una amida terciaria y un grupo nitrilo; y R? se selecciona del grupo que consiste en un grupo alquilo
de 2 a 6 carbonos, y un grupo alquilo halogenado de 2 a 6 carbonos, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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También se describe un compuesto de férmula (I1), en el que R" se selecciona del grupo que consiste en: un grupo
alquilo halogenado, un grupo metoxi halogenado, una amida primaria, una amida secundaria, una amida terciaria y
un grupo nitrilo; y R? es un grupo alquilo de 3 a 6 carbonos, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se describe un compuesto de formula (1), en el que R" se selecciona del grupo que consiste en: un grupo
difluorometilo, un grupo trifluorometilo, un grupo difluormetoxi, un grupo trifluormetoxi, una amida primaria, una amida
secundaria, una amida terciaria y un grupo nitrilo; y R? se selecciona del grupo que consiste en un grupo alquilo de 3
a 5 carbonos y un grupo alquilo halogenado de 3 a 5 carbonos, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe ademés un compuesto de férmula (l11):

R1EAN

en la que R" se selecciona del grupo que consiste en un grupo difluorometilo, un grupo trifluorometilo, un grupo
difluormetoxi, un grupo trifluormetoxi, una amida primaria, una amida secundaria, una amida terciaria y un grupo
nitrilo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Por ejemplo, el compuesto puede representarse por la
Férmula (1V), (V), (VI), (VI), (VIII), (IX), (X) u (XI):

A




ES 2984 026 T3

{(¥h




ES 2984 026 T3

{VH)

UV




ES 2984 026 T3

e

Gh; X3




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2984 026 T3

e .

H e s
N, P
4 \%,.‘-C My
st *3

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe un compuesto de férmula (I1) y mas especificamente se muestra mediante la férmula (1V), (V) o (X):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe un compuesto representado por la férmula (1V):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se describe un compuesto representado por la formula (V):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La invencién proporciona un compuesto representado por la formula (X):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades humanas en las que estan implicados los receptores de
tromboxano humano (TX) Ao/receptores prostanoides T/TP.

Los compuestos pueden usarse para tratar enfermedades humanas donde hay una expresioén alterada en los
niveles de los TP humanos.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades humanas en las que hay niveles elevados de TXAx.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades humanas en las que hay niveles elevados de otras
entidades/ligandos bioquimicos (por ejemplo, PGG2/PGH2, 20-HETE o isoprostanos que incluyen 8-iso PGFaq) que
actlan a través de los TP humanos.

Los compuestos pueden usarse para tratar enfermedades humanas en las que hay niveles elevados de isoprostanos
derivados de radicales libres no enzimaticos que sefializan a través de los TP humanos, como el 8-iso-PGF 2.

Los compuestos se pueden administrar por diferentes vias de administraciéon que incluyen formulaciéon de depésito
oral, inhalacién, nebulizacién, transdérmica, intravenosa, subcutanea, transmusosal, implantable

Los compuestos se pueden utilizar para antagonizar el TP para su uso en el tratamiento de la hipertensién arterial
pulmonar (PAH).

Los compuestos se pueden usar para tratar la hipertension arterial pulmonar (PAH) cuando se usan en combinacion
con otros medicamentos aprobados para tratar esta enfermedad.

Los compuestos se pueden usar en combinacién con sensores implantables para medir la presién de la arteria
pulmonar, optimizandose o ajustandose la administracién terapéutica o la dosificacién terapéutica de dichos
compuestos a los cambios en dicha presién de la arteria pulmonar medida.

Los compuestos se pueden usar para tratar la trombosis, ya sea solos 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos.

Los compuestos se pueden usar para tratar la trombosis de microvasos, ya sea solos 0 en combinacién con otros
agentes terapéuticos

Los compuestos se pueden usar para tratar otras enfermedades cardiovasculares, incluidas las ECV asociadas con la
diabetes mellitus tipo 1 y 2. Los ejemplos de campos de aplicacién, incluyen pero no se limitan a, tratamiento de diversas
enfermedades cardiovasculares que incluyen la prevencién de aterotrombosis asociada a agregacién plaquetaria
excesiva, accidente cerebrovascular isquémico, ataque isquémico transitorio (TIA), sindrome coronario agudo. Para estas
afecciones, los compuestos de la invencién pueden usarse solos 0 en combinacién con otros farmacos terapéuticos.
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Los compuestos se pueden usar para tratar otras enfermedades pulmonares, que incluyen, a titulo enunciativo,
asma, y se pueden usar solos 0 en combinacién con otros farmacos terapéuticos.

Los compuestos pueden usarse para tratar enfermedades renales y usarse solos o en combinacién con otros
farmacos terapéuticos.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades de la prostata que incluyen, a titulo enunciativo,
hiperplasia benigna de préstata (BPH) y ya sea solos 0 en combinacién con otros farmacos terapéuticos.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades inflamatorias, y ya sea solos 0 en combinacién con otros
farmacos terapéuticos.

Los compuestos pueden usarse para tratar enfermedades neoplésicas que incluyen canceres, y usarse solos o en
combinacién con otros farmacos terapéuticos.

Los compuestos se pueden usar para tratar el accidente cerebrovascular y el ataque isquémico transitorio (AIT), y
se pueden usar solos 0 en combinacién con otros farmacos terapéuticos.

Los compuestos se pueden usar en combinacién con moduladores inmunitarios para tratar canceres.

Los compuestos se pueden usar para tratar la funcién desregulada de las células del musculo liso, tal como, a titulo
enunciativo, varios tipos de hipertensién y colocacidn de stents posquirdrgicos de restenosis.

Los compuestos se pueden utilizar para tratar la funcién desregulada de las células endoteliales.

Los compuestos se pueden recubrir sobre dispositivos médicos implantables para la administraciéon controlada o
local en los sitios de implantaciéon de dichos dispositivos médicos, incluidos stents, balones, injertos de stent,
valvulas protésicas, derivaciones, valvulas aérticas abdominales.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPa.

La Figura 2 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPB.

La Figura 3 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPa.

La Figura 4 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPB.

La Figura 5 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la agregacién plaquetaria mediada por U46619.
La Figura 6 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la agregacién plaquetaria mediada por U46619.

La Figura 7 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por Cicaprost
en células HEK.hIP.

La Figura 8 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por EP3/PGE:2
en células HEL 92.1.7.

La Figura 9 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizaciéon de calcio mediada por 8-is0-PGFaa
en células HEK TPa.

La Figura 10 muestra el efecto de los compuestos descritos sobre la movilizacién de calcio mediada por 8-iso-
PGFaa en células HEK TPB.

La Figura 11 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor DP+.
La Figura 12 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor EP4.
La Figura 13 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor EP2.

La Figura 14 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor EPs.
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La Figura 15 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor EP4.
La Figura 16 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor FP+.
La Figura 17 muestra que los compuestos descritos no muestran ningun efecto sobre el receptor IP.
La Figura 18 presenta el efecto de los compuestos sobre la sefializacidén mediada por TP o U44069.
La Figura 19 muestra el efecto de los compuestos sobre la presion arterial pulmonar diastélica (dPAP).
La Figura 20 muestra el efecto de los compuestos sobre la presién arterial pulmonar media (mMPAP).
La Figura 21 muestra el efecto de los compuestos sobre la presion arterial sistémica media (mAP).

La Figura 22 muestra el efecto de los compuestos sobre el indice de Fulton.

La Figura 23 muestra secciones de tejido pulmonar.

La Figura 24 muestra los efectos de los compuestos sobre la relacién diametro de lumen medio: didmetro del vaso
total para las arteriolas totales.

La Figura 25 muestra los efectos de los compuestos sobre la relacién diametro de lumen medio: didmetro del vaso
total para las arteriolas pequefias (< 50 um).

La Figura 26 muestran los efectos de los compuestos sobre la relaciéon didametro de lumen medio: diametro del vaso
total para las arteriolas medianas (50-100 um).

La Figura 27 muestran los efectos de los compuestos sobre la relaciéon didmetro de lumen medio: diametro del vaso
total para arteriolas grandes (> 100 um).

La Figura 28 muestra secciones de tejido pulmonar FFPE.
La Figura 29 muestra los efectos de los compuestos sobre la remodelacién vascular.
Descripcion detallada

La invencién se refiere a nuevas entidades quimicas que actlan como antagonistas del receptor prostanoide T (TP)
y a su uso en el tratamiento de enfermedades humanas en las que desempefian una funcién el tromboxano (TX) A
y todos los demas agentes que actdan como ligandos incidentales del TP, que incluyen el endoperéxido de
prostaglandina (PG)G2/PGH2, &cido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) y los isoprostanos derivados de
radicales libres (por ejemplo, 8-iso-prostaglandina (PG)F2q).

La descripcion se refiere generalmente a nuevas entidades/compuestos quimicos que actian como antagonistas
del TP para prevenir el TXA2. PGG2/H2, 20-HETE, isoprostanos que incluyen 8-iso-PGFaq 0 cualquier otro ligando
de TP incidental que se una al TP expresado en humanos. Los compuestos de la invencion incluyen aquellos que
exhiben unién preferencial para el subtipo de receptor TPa y/o TPB. Como se analiza en la presente descripcidn,
la invencion proporciona compuestos de moléculas pequefias que, por ejemplo, pero sin limitarse a, propiedades
de inhibir la agregacién de plaquetas humanas, prevenir la hipertensién arterial pulmonar (PAH) en un modelo
preclinico de PAH y exhibir ADME (absorcién, distribucién, metabolismo y excrecidn). La descripcién proporciona
ademas rutas sintéticas ilustrativas para los nuevos compuestos antagonistas de TP a modo de ejemplo, pero no
exhaustivo, de todas las rutas de sintesis. Se describen compuestos ilustrativos

Estos compuestos pueden mostrar una selectividad por el TP significativa y actividad antagonista ex vivo en
plaquetas humanas y son eficaces para prevenir la hipertensién arterial pulmonar (PAH) en un modelo de
enfermedad preclinica de PAH.

Los compuestos inhiben preferentemente la agregacién plaquetaria inducida por TXA2 a una concentracidn
inhibitoria semimaxima (ICso) inferior a 100 nM. Los compuestos inhiben preferentemente la agregacion plaquetaria
inducida por TXAz a una concentracioén inhibitoria media méaxima (ICso) inferior a 50 nM. Los compuestos de la
invencién preferentemente inhiben la agregacién plaquetaria inducida por TXA2 a una concentracién inhibidora
semiméxima (ICso) por debajo de 20 nM. Los compuestos inhiben preferentemente la agregacién plaquetaria
inducida por TXA2 a una concentracién inhibitoria media méaxima (ICso) inferior a 5 nM. Los compuestos previenen
la PAH en un modelo preclinico de PAH cuando se usan por debajo de 5 mg/kg/dia. Los compuestos pueden inhibir
adicionalmente la agregacién plaquetaria inducida por TXA2, pero no la agregacién inducida por otros agonistas
plaquetarios tales como, por ejemplo, trombina o difosfato de adenosina (ADP). Ademas, los compuestos
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preferiblemente no agonizan o antagonizan la sefalizacién por varios otros receptores acoplados a proteina G,
cinasas, fosfatasas o canales idnicos que incluyen el gen relacionado con el gen Ether-a-go-go humano (hERG).

Los compuestos muestran propiedades ADME atractivas. Los compuestos pueden presentar la capacidad de inhibir
la movilizacién de calcio intracelular inducida por agonistas de TP e inhibir la agregacion plaquetaria en ensayos
ex vivo. Los compuestos pueden no mostrar ningun efecto sobre la sefializacién a través de otros receptores
prostanoides (receptor de prostaglandina (PG) D2, DP; receptores de PGE 2 EP1 - EP4; receptor de PGFzq, FP;
PGlz/receptor de prostaciclina, IP) y receptores no prostanoides, incluidos los receptores purinérgicos (ADP) y de
trombina (PAR1), también involucrados en la activacién plaquetaria similar a las isoformas TP. Ademas, los
compuestos muestran una toxicidad minima y una permeabilidad celular favorable.

A continuacién se muestran ejemplos de métodos de sintesis de los compuestos descritos. Para la sintesis de los
compuestos, se hara referencia a SM 8.
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Ademas se hara referencia a los intermediarios i-1, i-2, i-3, i-4, i-5, i-6 e i-7.
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Donde R= CHF2 (i-1), R= CF3 (i-2), R=CONH?2 (i-3), R=CONHMe (i-4), R=CONMe2 (i-5), R= CN (i-6).

Una ruta sintética se describe en la Ruta 1.

Br
SM 1 2 SH6

N 5 8.4 13 14

Ruta 1

Una variedad de bromuros de arilo (SM 1 a SM 6) experimenta un acoplamiento mediado por paladio con acido 3-
hidroxifenilbordnico (SM 7) para generar intermediarios i-1 a i-6. Los intermedios de fenol I-1 a |-6 se someten a
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ipso-sustitucion del cloro en i-7 (formado a partir de SM 8) para dar i-8 a i-14 que, al reaccionar con isocianato de
terc-butilo, proporcionan los compuestos descritos.

Como se muestra en la Ruta del esquema 2, la variedad de bromuros de arilo (SM 1 a SM 6) se acopla mediado por paladio
con acido 3-hidroxifenilborénico (SM 7) para generar intermediarios i-1 a i-6, mientras que i-7 se produce a partir de SM 8.
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i“1ai-6

Ruta 2

SM 8.1 se compra y se convierte en la correspondiente sulfonamida i-7.1 mediante el uso de la Ruta 3.

Ruta 3

El intermediario fluorado i-7.1 se hace reaccionar con los seis fenoles i-1 a i-6 como se muestra en la Ruta 4, lo que

resulta en conversiones excelentes.

K0, CHZON
reflujo, 18 h

§ N R

¢ Bai1d
Ruta 4
Los intermediarios i-8, i-9 e i-11 a i-13 se someten a una conversién limpia con isocianato de terc-butilo, Ruta 5, (>
70 % por LCMS) para proporcionar 1, 2, 4 a 6 crudos que se purifican por HPLC preparativa de fase inversa para

proporcionar los objetivos con un rendimiento de 40-60 % con purezas superiores a 96 %. La Ruta 5 proporciona
un compuesto de Férmula (I11).
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-8, -8, i-11 3 i-13 1o o
(HD

Ruta 5

La preparacién de 4-(3-hidroxifenil)benzonitrilo (i-6) puede incluir la Ruta 6.

R K,CO,, Pd(OAC),,
§ "N acetona, H,0,

N J.-:j:::*‘s )
N TA, 20 min

SN T SM 8§ =8
Ruta 6

Se burbujea nitrégeno a través de una mezcla de &cido 3-hidroxibencenoborénico (SM 7, 2,00 g, 14,5 mmol), 4-
bromobenzonitrilo (SM 6, 2,90 g, 15,9 mmol) y carbonato de potasio (2,20 g, 15,9 mmol) en acetona (65 mL) y H20
(120 mL) durante 5 minutos. Se afiade Pd(OAc)2 (325 mg, 1,45 mmol) y la mezcla se agita bajo una atmésfera de
nitrégeno a temperatura ambiente (TA) durante 30 minutos, tras lo cual el anélisis LC-MS muestra que la reaccidn
se ha completado. La mezcla de reaccién se concentra al vacio, se acidifica con una solucién acuosa saturada de
NH4Cl (50 mL) y se extrae con DCM (200 mL, después 2 x 75 ml). Las fases organicas combinadas se pasan a
través de un separador de fases y se concentran hasta sequedad al vacio. El producto crudo se absorbe sobre
silice y se purifica mediante cromatografia MPLC en un cartucho de silice Biotage de 100 g (que eluye con gradiente
de DCM/EtOAc de 0 a 40 %). El compuesto objetivo, 4-(3-hidroxifenil)benzonitrilo (i-6) se aisla como un sélido
blanco.

Los compuestos i-1 a i-5 se preparan de forma similar.
Para llegar al 3-[4-{(difluorometil)fenillfenol (I-1) para su uso en los compuestos, se puede usar SM (1,1-bromo-4-

(difluorometil)-benceno). (Elucién con gradiente de isohexano/DCM de 0 a 100 %). El compuesto objetivo 3-[4-
(difluorometil)fenillfenol (i-1) se aisla como un sélido blanco.
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Para el 3-[4-(trifluorometil)fenil]fenol (i-2) para su uso en los compuestos, se puede usar SM 2 (4-
bromobenzotrifluoruro). (Elucién con gradiente de isohexano/DCM de 0 a 100 %). El compuesto objetivo 3-[4-
(trifluorometil)fenillfenol (i-2) se aisla como un sélido blanco.

Para preparar 4-(3-hidroxifenil)benzamida (i-3) para su uso en los compuestos, se puede usar SM-3 (4-
bromobenzamida). Se modifica el procedimiento genérico y la mezcla de reaccién del crudo se recristaliza en
EtOAc). El compuesto objetivo, 4-(3-hidroxifenil)benzamida (i-3) se aisla como un sdélido blanco.
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Para preparar 4-(3-hidroxifenil)}-N-metil-benzamida (i-4) para su uso en los compuestos, se puede usar SM-4 (N-
metil-4-bromobenzamida).

El compuesto objetivo, 4-(3-hidroxifenil)-N-metilbenzamida (i-4) se aisla como un sélido blanco.
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Para preparar 4-(3-hidroxifenil)-N,N-dimetil-benzamida (i-5) para su uso en los compuestos, se puede usar SM-5 (N,N-
dimetil-4-bromobenzamida). Se modifica el procedimiento genérico y la mezcla de reaccién del crudo se recristaliza
en EtOAc). El compuesto objetivo, 4-(3-hidroxifenil)-N,N-dimetil-benzamida (i-5) se aisla como un sélido blanco.

(%)

La preparacién de 5-ciano-2-fluoro-bencenosulfonamida (i-7.1) puede incluir la Ruta 7.

Ruta 7

Se enfria una solucién de amoniaco (7 M en MeOH, 4,5 mL, 31,5 mmol) en agua helada y se afiade una solucién de cloruro
de 5-ciano-2-fluorobencenosulfonilo (SM 8.1, 0,99 g, 4,51 mmol) en THF (20 mL) gota a gota. La mezcla de reaccién se
agita durante 30 minutos, después de lo cual el analisis LC-MS muestra que la reaccién se ha completado. La mezcla de
reaccién se concentra al vacio, se afiade agua (40 mL) y después se extrae con DCM (100 mL y después 2 x 50 mL). Las
fases orgénicas se pasan a través de un separador de fases, se combinan y se concentran hasta sequedad al vacio para
dar 5-ciano-2-fluoro-bencenosulfonamida (i-7.1) como un sélido blanco que se usa sin purificacion adicional.

La preparacion de 4-[3-(4-ciano-2-sulfamoil-fenoxi)fenil]-N,N-dimetil-benzamida (i-12) puede incluir la Ruta 8.
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=% 5 =13
Ruta 8

Aqui, se aflade NaOH 2,1 M (0,55 mL, 1,15 mmol) a 4-(3-hidroxifenil)-N,N-dimetil-benzamida (253 mg, 1,05 mmol)
suspendida en dioxano (7 mL) y se agita durante 5 minutos. La mezcla se concentra hasta sequedad al vacio, se
aflade acetonitrilo seco (7 mL) seguido de 5-ciano-2-fluoro-bencenosulfonamida (126 mg, 0,63 mmol) y K2CO3
(609 mg, 4,41 mmol) y la mezcla de reaccién se agita a 85 °C durante la noche. La LC-MS no muestra restos de
sulfonamida. La mezcla de reaccién se afiade a HCI2 M (10 mL), se diluye con agua (40 mL) y se extrae con EtOAc
(30 mL, 2x 15 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con agua (15 mL), se secan (MgSO4) y se concentran
a sequedad al vacio. La reaccién en bruto se purifica mediante cromatografia MPLC en un cartucho de silice Biotage
de 10 g (eluyendo con gradiente de iso-hexano/EtOAc del 40 al 100 %). Se aisla el compuesto objetivo, 4-[3-(4-
ciano-2-sulfamoil-fenoxi) fenil]-N,N-dimetil-benzamida (i-12).

De forma similar se prepararon los compuestos i-8, i-9, i-11 e i-13 a partir de fenoles i-1, i-2, i-4 e i-6 respectivamente.
Para la 5-ciano-2-[3-[4-(difluorometil)fenillffenoxi] bencenosulfonamida (i-8), se usa i-1 (231 mg, 1,05 mmol).

(Elucién con gradiente de isohexano/EtOAc de 5 a 45 100 %). Se aisla un compuesto, 5-ciano-2-[3-[4-
(difluorometil)fenil] fenoxilpbencenosulfonamida (i-8).
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Para 5-ciano-2-[3-{4-(trifluorometil) fenillfenoxi] bencenosulfonamida (i-9), se usa i-2 (250 mg, 1,05 mmol). (Elucién con
gradiente de isohexano/EtOAc de 0 a 35%). Se aisla el compuesto, 5-ciano-2{3{4-(trifluorometil)fenil]
fenoxi]bencenosulfonamida (i-9).
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Para 4-3-(4-Ciano-2-sulfamoil-fenoxi)fenil]-N-metil-benzamida (i-11), se usa i-4 (238 mg, 1,05 mmol). (Elucién con gradiente
de isohexano/EtOAc de 40 a 100 %). Se aisla el compuesto 4- [3- (4-ciano-2-sulfamoilfenoxi)fenil]-N-metil-benzamida (i-11).

f-11)

Para la 5-ciano-2{3-(4-cianofenil)fenoxi]bencenosulfonamida (i-13), se usa i-6 (205 mg, 1,05 mmol). (Elucidén con gradiente
de isohexano/EtOAc de 10 a 55 %). Se aisla el compuesto, 5-ciano-2{3-(4-cianofenil) fenoxilbencenosulfonamida (i-13).
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{(i-1%

Los compuestos descritos en la presente descripcidn pueden sintetizarse mediante el uso de la Ruta 9 para la preparacion
genérica de N-(terc-butilcarbamoil}-5-ciano-2-((4'-(sustituido)-{1,1"-bifenil]-3-ilo oxi)bencenosulfonamidas (1 a 6).

W8 N o= OFH

=8 R = QF,

=11: R = CONHMe
=12 R o= GONMe,
=13 R = QN

Ruta 9

Las 5-ciano-2-((4'-(sustituido }-{1,1'bifenil]-3-il)oxi)bencenosulfonamidas (i-8 a i-13) se agitan en dioxano (10 mL por mmol) y
se afladié KOH 3,1 M (1,1 eq.). Las mezclas se agitan durante 10 minutos y después se concentran hasta sequedad al
vacio. Se afiade DMF seca (7 mL por mmol) seguido de isocianato de terc-butilo (2,5 eq.) Y las mezclas de reaccion se
agitan a temperatura ambiente durante 18 horas. Las mezclas de reaccion se concentran al vacio y se afiade HCI 2 M
(1,7 mL por mmol). Después, se extrae con EtOAc (3 x 7 mL por mmol). Las fases organicas se combinan y se concentran
a sequedad al vacio. Los residuos se disuelven en DMSO y se purifican mediante HPLC preparativa de fase inversa. Los
compuestos diana se aislan como sélidos blancos con rendimientos de aproximadamente 35-60 %.
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Los métodos descritos en la presente descripcibn se pueden usar para producir 1-terc-butil-3-{5-ciano-2- [3{4-
(difluorometil)fenilfenoxilfenil]sulfonil-urea (VI).
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Los métodos descritos en la presente descripcibn se pueden usar para producir 1-terc-butil-3-{5-ciano-2- [3{4-
(difluorometil)fenilfenoxilfenil]sulfonil-urea (VII)
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Los métodos descritos en la presente descripcién se pueden usar para producir 4-[3-2-(terc-butilcarbamoilsulfamoil)-4-
ciano-fenoxilfenil]-N-metil-benzamida (1X)
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Los métodos descritos en la presente descripcién se pueden usar para producir 4-[3-2-(terc-butilcarbamoilsulfamoil)-4-
ciano-fenoxilfenil]-N, N-dimetil-benzamida (X)
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Los métodos descritos en la presente descripcion se pueden usar para producir 1-terc-butil-3-[5-ciano-2-[3-(4-
cianofenil)fenoxilfeniljsulfonil-urea (XI).
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Los métodos descritos en la presente descripcidn pueden usarse en la produccién de un compuesto de formula (1V).

{1V}

Los métodos descritos en la presente descripcidn pueden usarse en la produccién de un compuesto de formula (V).
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Los métodos descritos en la presente descripcidn pueden usarse en la producciéon de un compuesto de formula (VIII).

Por lo tanto, puede observarse que los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse en la produccién

de un compuesto de férmula (I1)
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en donde R es un haldgeno, un grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo, un grupo heterocicloalquilo, un grupo
alquilo halogenado, un grupo cicloalquilo halogenado, un grupo arilo halogenado, un grupo heterocicloalquilo halogenado,
un grupo metoxi halogenado, un grupo etoxi, un grupo isopropoxi, un grupo terc-butoxi, un grupo etoxi halogenado, un
grupo isopropoxi halogenado, un grupo terc-butoxi halogenado, una amida primaria, una amida secundaria, una amida
terciaria, OH, un haldégeno, CO2H, metil cetona, un grupo nitrilo, un grupo éster metilico, un grupo éster etilico, un grupo
éster isopropilico, un grupo éster terc-butilico, un grupo éster metilico halogenado, un grupo éster etilico halogenado, un
grupo éster isopropilico halogenado o un grupo éster terc-butilico halogenado; y R2 es un halégeno, un grupo alquilo, un
grupo alquilo halogenado, un grupo arilo o un grupo arilo halogenado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Halogenado puede significar sustituido con uno o mas de F, CL, BR, | y At, y preferentemente uno o més de F y Cl.

El compuesto de la invencién puede estar en una forma de sal farmacéuticamente aceptable o como la base libre.
Las vias de administracion adecuadas incluyen oral, bucal, tépica (que incluye transdérmica), inyeccién,
intravenosa, nasal, pulmonar y con o sobre un dispositivo médico implantable (por ejemplo, endoprétesis vascular
0 equivalentes de catéter con globo o endoprétesis vascular con elucién de farmaco).

Un experto en la materia puede determinar facilmente la dosis eficaz de cada agente, al tener en cuenta factores
tipicos tales como la edad, el peso, el sexo y la historia clinica del paciente. Una dosis tipica podria ser, por ejemplo,
1-1000 mg/kg, preferentemente 5-500 mg/kg por dia, o menos de aproximadamente 5 mg/kg, por ejemplo
administrada una vez al dia, cada dos dias, cada pocos dias, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, 0
una vez al mes, o un nimero limitado de veces, como solo una, dos o tres 0 mas veces.

Una composicién farmacéutica que contiene cada ingrediente activo puede estar en una forma adecuada para uso oral,
por ejemplo, como tabletas, comprimidos, pastillas, de fusidn rapida, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos
dispersables, emulsiones, capsulas duras o blandas o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a uso oral pueden
prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la fabricacién de composiciones farmacéuticas
y dichas composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados entre agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes, con el fin de proporcionar preparaciones de buen gusto y
sabrosas farmacéuticamente. Las tabletas contienen el ingrediente activo mezclado con excipientes no téxicos
farmacéuticamente aceptables que son adecuados para la fabricacién de tabletas. Estos excipientes pueden ser, por
ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de
sodio; agentes de granulacion y disgregantes, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico; agentes aglutinantes, por
ejemplo almiddn, gelatina o acacia, y agentes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesio, acido esteéarico o talco.
Las tabletas pueden no estar recubiertas o pueden recubrirse mediante técnicas conocidas para retrasar la desintegracion
en el estdbmago y la absorcién mas abajo en el tracto gastrointestinal y de ese modo proporcionar una accién sostenida
durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de retardo de tiempo tal como monoestearato
de glicerilo o diestearato de glicerilo. Pueden recubrirse ademés mediante las técnicas descritas en las patentes US-
4.256.108, US-4.166.452 y US-4.265.874, para formar tabletas terapéuticas osméticas para el control de la liberacién. La
preparacién y administracién de compuestos se describe en la patente US-6.214.841 y la publicacién US 2003/0232877,
que se incorporan por referencia en la presente descripcién en su totalidad.

Las formulaciones para uso oral pueden presentarse ademas como capsulas de gelatina dura en las que el
ingrediente activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o
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caolin, o como céapsulas de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso,
por ejemplo aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Puede lograrse una formulacién oral alternativa, en la que se busca el control de la hidrélisis del compuesto en el
tracto gastrointestinal, mediante el uso de una formulacién de liberacién controlada, en la que un compuesto de la
invencién se encapsula en un recubrimiento entérico.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos mezclados con excipientes adecuados para la fabricacién de
suspensiones acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspensidn, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma arabiga; agentes
dispersantes o humectantes tales como un fosfatido de origen natural, por ejemplo lecitina, o productos de condensacién de
un éxido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacién de éxido de
etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacién de
oxido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y un hexitol tal como polioxietileno con ésteres parciales
derivados de é&cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitan. Las suspensiones
acuosas pueden contener ademas uno o més conservantes, por ejemplo p- hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o mas
agentes colorantes, uno o0 méas agentes aromatizantes y uno o més agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

Las suspensiones oleosas pueden formularse mediante suspensién del ingrediente activo en un aceite vegetal, por
ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0 en un aceite mineral tal como
parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afiadirse agentes edulcorantes como los expuestos anteriormente y
agentes aromatizantes para proporcionar una preparaciéon oral agradable. Estas composiciones pueden
conservarse mediante la adicién de un antioxidante como el acido ascérbico.

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacién de una suspensién acuosa mediante la adicion de
agua proporcionan el ingrediente activo mezclado con un agente dispersante o humectante, un agente de suspension
y uno 0 més conservantes. Se ejemplifican agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensidén adecuados,
por ejemplo, pueden estar presentes ademas agentes edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en agua.
La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un aceite mineral,
por ejemplo parafina liquida o mezclas de estos. Los agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas
naturales, por ejemplo goma arabiga o goma tragacanto, fosfatidos naturales, por ejemplo soja, lecitina y ésteres o
ésteres parciales derivados de 4cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de sorbitdn y
productos de condensacién de dichos ésteres parciales con 6éxido de etileno, por ejemplo, monooleato de
polioxietileno sorbitan. Las emulsiones pueden contener ademés agentes edulcorantes y aromatizantes.

Los jarabes y elixires pueden formularse con agentes edulcorantes, por ejemplo, glicerol, propilenglicol, sorbitol o
sacarosa. Tales formulaciones pueden contener ademas un demulcente, un conservante y agentes aromatizantes y
colorantes. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de suspensién acuosa u oleaginosa inyectable
estéril. Esta suspensién puede formularse de acuerdo con la técnica conocida mediante el uso de aquellos agentes
dispersantes o humectantes y agentes de suspensién adecuados que se han mencionado anteriormente. La
preparacién inyectable estéril puede estar ademés en una solucién o suspensién inyectable estéril en un diluyente o
solvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos
y disolventes aceptables que se pueden emplear estan agua, solucién de Ringer y solucién isotdnica de cloruro de
sodio. Adicionalmente, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles como solvente o medio de suspensién.
Para este propésito, puede emplearse cualquier aceite fijjo suave, que incluye mono o diglicéridos sintéticos.
Adicionalmente, los acidos grasos tal como el acido oleico encuentran uso en la preparacién de inyectables.

Cada agente activo, que incluye el compuesto de la invencién, puede administrarse ademas en forma de supositorios
para la administracién rectal del farmaco. Estas composiciones pueden prepararse mediante mezcla del farmaco con un
excipiente no irritante adecuado que es sélido a temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y, por tanto,
se derretird en el recto para liberar el farmaco. Ejemplos de tales materiales son manteca de cacao y polietilenglicoles.

Para uso tdpico, son adecuadas cremas, unglentos, gelatinas, tabletas de fusién rapida, soluciones o
suspensiones, asi como las formas nebulizadas para administraciéon pulmonar. La aplicacidn tépica incluye el uso
de enjuagues bucales y gargaras.

Se describen dispositivos tales como dispositivos médicos implantables que incluyen un compuesto antitrombético.
También se describe un stent (por ejemplo, un stent liberador de farmacos) o balén que comprende un compuesto
de la invencién o un compuesto de la invencién junto con otros farmacos complementarios tales como sirolimus,
paclitaxel, tPA, uroquinasa, etc. Un dispositivo puede ser una prbtesis de véalvula adrtica liberadora de farmacos o
una prétesis de valvula mitral liberadora de farmacos. Por consiguiente, se describe la administracién de un
compuesto de la invencién a través de la administracion desde un stent, valvula aértica o valvula mitral. También
se describe una valvula aértica liberadora de farmacos o una vélvula mitral liberadora de farmacos.
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Se describe un dispositivo médico implantable o balén que comprende un compuesto de la invencién para su uso
en intervencién cardiovascular percutdanea (PCl). Un dispositivo puede ser un stent o un globo. También se
describen métodos para usar dispositivos que comprenden compuestos antitrombéticos. Los dispositivos y métodos
descritos en la presente descripcién pueden proporcionar un compuesto antagonista de TP en un stent (por ejemplo,
DES), baldn, dispositivo implantable o dispositivo quirdrgico o un compuesto de la invencién junto con otros
farmacos complementarios tales como tPA, uroquinasa, etc. Los dispositivos y compuestos antitrombdticos se
analizan en la patente US-7.947.302; patente US-7.618.949; y la publicacién US 2006/0122143.

Un stent puede comprender una estructura similar a un tubo de malla, por ejemplo, para usarse junto con la
angioplastia para mantener abierta permanentemente una arteria en el sitio estrechado en el vaso sanguineo,
permitiendo el flujo sanguineo sin restricciones, o para soportar una debilidad o “aneurisma™” en la pared de la
arteria del vaso sanguineo. Los stents se describen en la patente US-6.796.998; patente US-6.352.552; publicacion
US 2005/0015136; publicacién US 2005/0010279; y la publicacion US 2007/0168015.

El compuesto de la invencidn puede proporcionar un agente de recubrimiento para stents, stents liberadores de farmacos
(DES), stents de bifurcacién, stents de vasos de injerto de derivacién, balones, dispositivos médicos o dispositivos
quirdrgicos utilizados, por ejemplo, para tratar accidentes cerebrovasculares u otros eventos trombéticos. Al antagonizar el
receptor TP en plaquetas y macréfagos, estos compuestos evitaran la agregacion y secrecion plaquetaria en sitios de dafio
vascular local y contrarrestaran los efectos inflamatorios de niveles elevados de TXA: en sitios de dafio vascular local. Al
antagonizar el TP en las células del musculo liso (SMC), los compuestos evitaran la proliferacién de SMC inducida por TXAo,
el engrosamiento de la neointima y la restenosis. Ademas, dado que el TP media ademés las acciones adversas del
isoprostano 8-iso-prostaglandina (PG)Fzq, generado en abundancia a partir del &cido araquidénico de forma no enziméatica
a partir de radicales libres en situaciones de estrés oxidativo/lesion, incluida la isquemia, los compuestos de la invencién
pueden inhibir ademés las acciones indeseables de 8-iso-PGFaq dentro del vaso sanguineo dafiado. La combinacién de
estos compuestos con niveles muy bajos de sirolimus y/o paclitaxel puede ser sinérgica para prevenir aln mas la restenosis
y al mismo tiempo eliminar o reducir los efectos adversos asociados con niveles altos locales de sirolimus o paxlitaxol. La
combinacién del compuesto junto con farmacos de lisis de cogulos tales como tPA, uroquinasa o un tipo de farmaco
relacionado puede lisar coagulos en sitios de oclusién y prevenir la formacién de nuevos trombos, tales como en el
tratamiento de aterotrombosis, accidente cerebrovascular isquémico o cerebral, etc. Los DES se analizan en la patente US-
7.135.038; patente US-5.697.967; publicacidn US 2011/0099785; publicacién US 2010/0023115; y la publicacion US
2005/0043788. El revestimiento de los stents se describe en la patente US-7.833.544 y la publicacién US 2009/0062904.

La invencién puede proporcionar un antagonista de TP con aplicaciones novedosas como recubrimiento o
componente de un dispositivo utilizado solo 0 en combinacién con niveles muy bajos de sirolimus y/o paxlitaxol. El
perfil de liberacién y el momento del perfil de liberacién tanto del compuesto de la invencién junto con sirolimus y/o
paxlitaxol pueden optimizarse para maximizar los efectos antitrombéticos y anti-reestenosis. Esto puede resultar en
la prevencién de la sefializacién por los niveles elevados de TXA2y del isoprostano 8-iso-PGFaq, que se encuentra
cerca de los vasos sanguineos dafiados después de la angioplastia y la colocacién de endoprétesis vasculares. La
prevencién de esta sefializacidén previene o reduce el deterioro de la respuesta inmunitaria del huésped que surge
debido a niveles elevados de TXA:2 y del isoprostano 8-iso-PGF2q, en la vecindad de vasos sanguineos dafiados
después de la angioplastia y la colocacién de endoprétesis vasculares. El compuesto de la invencién puede prevenir
ademas la restenosis, por ejemplo, al antagonizarla TP en las células del mlsculo liso. El compuesto de la invencion
también podria recubrir las valvulas aértica o mitral que se utilizan en TAVI (intervenciéon de valvula aoértica
transcatéter) para tratar la estenosis aértica. Tal recubrimiento con los compuestos sobre las vélvulas aértica o
mitral puede prevenir la aparicién de trombos o accidentes cerebrovasculares después de la cirugia de TAVI.

La invencién proporciona un compuesto que se puede usar como recubrimiento sobre stents metélicos desnudos, stents
entretejidos, stents y balones de elucién de farmacos, stents de bifurcacion y stents de injerto de derivacion, a saber, para
su uso como: (a) un agente antirrestenosis, (b) un agente antitrombético y (c) un agente pro reendotelializacién. Los
compuestos de la invencion se liberarian de dichos dispositivos médicos recubiertos usados en el tratamiento de diversas
enfermedades de la vasculatura, incluida la enfermedad arterial coronaria (CAD) y la enfermedad arterial periférica (PAD),
de una manera predefinida que incluye liberacion de orden cero, liberacidn de primer orden y/o una combinacién de
liberacion inicial abrupta seguida de liberacién controlada durante un periodo de tiempo definido (por ejemplo, 12 meses). El
compuesto de la invencién puede ser particularmente beneficioso en pacientes resistentes a la aspirina (~30 % de la
poblacién general) que son aln méas vulnerables a la trombosis coronaria aguda del stent y que desarrollan niveles elevados
de prostanoides tales como TXA2 después de la colocacion del stent (Ruef y Kranzhofer, 2006, J Inter. Cardiol. Vol 19,
paginas 507-509). Otras aplicaciones del nuevo farmaco de molécula pequefia como recubrimiento en dispositivos médicos
incluyen aplicaciones en (a) endoprétesis vasculares con bifurcacién o endoprétesis vasculares de lesiones por injerto de
derivacién, (b) agentes de disolucidn de codgulos en dispositivos médicos usados para tratar accidentes cerebrovasculares
y prevencién adicional de la formacién de coagulos en dispositivos médicos para aplicaciones neurolégicas, (c) asi como
también un recubrimiento en los filtros de la vena cava inferior (IVCF) usados para tratar la trombosis venosa profunda (DVT)
grave o la embolia pulmonar (PE) en varios tipos de pacientes, que incluyen aquellos que se someten a diversas
intervenciones quirdrgicas tal como cirugia bariatrica, cirugia ortopédica, pacientes traumatizados y pacientes diabéticos
sometidos a intervencidn quirlrgica. La administracién de farmacos desde dispositivos se describe en la patente US-
7.713.538: publicacién US 2004/0213818 y la publicacién US 2009/031129.
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Los compuestos de la invencién como antagonistas de TP deben actuar como farmacos terapéuticos para la
hipertensién arterial pulmonar (PAH), no solo al inhibir la vasoconstriccién excesiva sino también mediante prevencion
de la microtrombosis y, potencialmente, limitan la remodelacién de la arteria pulmonar, la hipertrofia del ventriculo
derecho (RV), la disfuncién de células endoteliales y la inflamacidn local encontrada en la PAH. El compuesto de la
invencién también puede suprimir directamente las vias de inflamacién o proliferacién implicadas en la PAH. Sumado
a esto, dado que el TP ademas media las acciones del 8-is0-PGF2q, un isoprostano derivado de radicales libres
generado en abundancia en el entorno clinico de la PAH, asi como también en otras enfermedades que implican estrés
oxidativo o lesién y que media de forma similar acciones frente a TXA2, los compuestos de la invencién ademas
antagonizaran estos efectos en la PAH. Ademas, como el TXAz es un potente agente proinflamatorio y mitogénico que
promueve la remodelacidn vascular, la restenosis y/o la hipertrofia y es el principal prostanoide constrictor derivado de
la ciclooxigenasa (COX) dentro del pulmén, el compuesto de la invencién antagonizara estos efectos.

Por lo tanto, el compuesto de la invencién tendria una ventaja adicional sobre otros agentes terapéuticos de PAH
utilizados, ya que dicho compuesto no solo inhibiria el TXAz, la principal prostaglandina vasoconstrictora producida en
el pulmén, sino que también inhibiria las acciones adversas del isoprostano derivado del estrés oxidativo 8-iso-PGF2q,
ademéas de las del propio TXAz, su precursor de endoperdxido PGG2/PGH2 y 20-HETE, por ejemplo. Ademas de la
PAH, en otras enfermedades como la aterotrombosis, el reemplazo del tratamiento de referencia con aspirina por el
compuesto de la invencién ofreceréa varias ventajas, ya que: (i) no solo bloquean la accién de TXAz sino también de
agonistas de TP insensibles a la aspirina (por ejemplo, 8-iso-PGF2q, generados en abundancia por radicales libres
durante la lesién oxidativa); (i) también (a diferencia de la aspirina), inhibird el TP expresado en las células del lecho
vascular y en los macréfagos/monocitos circulantes, presentes durante la aterotrombosis inflamatoria; (iii) superan la
resistencia a la aspirina, que se estima que ocurre en aproximadamente el 33 % de la poblacién.

Como varios compuestos de la invencién no requieren metabolismo hepatico para lograr una forma terapéutica
activa, proporcionan el beneficio de un efecto terapéutico inmediato dentro de la vasculatura en el sitio de liberacion
o entorno local inmediato del dispositivo médico recubierto. Este recubrimiento de farmaco en dispositivos médicos
tiene aplicaciones como profilaxis y/o como terapéutico.

Ejemplos

La invencidn proporciona la sintesis y evaluacién biolégica de una variedad de compuestos (nuevas entidades quimicas,
denominadas NTP42 - NTP49) que actlian como antagonistas de las (iso)formas TPay/o TP del receptor de tromboxano
(TX) A2 humano, también denominado receptor de prostanoides T o, de forma abreviada, TP. Estos antagonistas del TP
inhibiran las acciones (antagonizaran) del tromboxano (TX)Az, y del isoprostano 8-iso-prostaglandina (PG)Fz« derivado
de radicales libres y de todos los demas agentes incidentales (por ejemplo, el endoperéxido PGG2/PGH2 y 20-HETE) que
activan (actlan como agonistas 0 como agonistas parciales) del TP. EI TP se expresa en una variedad de tipos de células
en todo el cuerpo y los compuestos (antagonistas de TP) descritos en la presente descripcién se dirigen a los TP (que
incluyen TPa y/o TPB) que se expresan en todos esos tipos de células. Adicionalmente, la expresion alterada de los TP
ocurre en una variedad de situaciones de enfermedad y los compuestos (antagonistas de TP) descritos en la presente
descripcién se dirigen a los TP (que incluyen TPa y/o TPB) que se expresan en todos esos tipos de células y en diferentes
situaciones de enfermedad, que incluyen la inflamacidén y en el cancer. Ademés, los compuestos pueden usarse en
cualquier formato de farmaco (tal como, pero sin limitarse a, sistemas de suministro oral, i.v, i.p, dérmico, transdérmico o
en dispositivos médicos, como endoprétesis vasculares o endoprétesis vasculares con elucién de farmacos). Se hace
referencia a compuestos con formulas NTP4 y TP20, y ademés ver Tabla 5, al final.

(NTP4)
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(TP20)

Aqui, hemos aumentado con éxito la eficacia de NTP4 al reemplazar un grupo metoxi con difluorometoxi (en NTP42),
trifluorometoxi (en NTP43), difluoro (NTP44), trifluoro (NTP45), amida secundaria (-C(=O)NHMe; NTP47), amida terciaria
(-C(=O)N(Me)2; NTP48) o nitrilo (NTP49), de los cuales identificamos tres nuevos posibles compuestos altamente
potentes, eficaces y deseables, NTP42, NTP43 y NTP48. Estos ejemplos ilustran compuestos que se han sintetizado y
examinado para determinar la actividad biolégica (por ejemplo, NTP42 -NTP49), donde los compuestos NTP4 y TP20
sirvieron como compuestos de referencia o de control. Hemos llevado a cabo una quimica medicinal adicional altamente
enfocada para mejorar aun mas la eficacia de NTP4 mientras se conserva su especificidad como antagonista selectivo
de TP. La especificidad de los compuestos lideres como antagonistas especificos de TP se ha confirmado mediante su
capacidad para inhibir la movilizacién de calcio intracelular inducida por agonistas y en ensayos de eficacia mediante su
capacidad para inhibir la agregacién plaquetaria en ensayos ex vivo. Mas especificamente, los resultados establecieron
que, al igual que TP20 y NTP4, ni NTP42, NTP43 ni NTP48 presentaron ningun efecto sobre la sefializacién a través de
otros prostanoides (receptor de prostaglandina (PG) Dz, DP; receptores de PGE2 EP1, EP2, EP3 y EP4; receptor de
PGF2q, FP; PGlo/receptor de prostacicling, IP) y receptores no prostanoides, incluidos los receptores purinérgicos (ADP)
y de trombina (PAR1), también involucrados en la activacion plaquetaria similar a las isoformas TP. Se ha confirmado
que NTP42, NTP43 y NTP48 no muestran ningln efecto sobre la sefializacién mediada por DP, EP1-EP4, FP o IP. Los
datos han confirmado que NTP42, NTP43 y NTP48 exhiben una toxicidad minima y una permeabilidad celular favorable.

Hemos desarrollado una nueva serie de antagonistas NTP42-NTP49 altamente especificos de TP (selectivos de TPa
y TPB) que han sido sometidos a evaluacion biolégica. La férmula |ll muestra estructuras genéricas de los compuestos
NTP42-NTP49, donde R1 puede ser un difluorometoxi (en NTP42), trifluorometoxi (en NTP43), difluoro (en NTP44),
trifluoro (en NTP45), amida secundaria (-C(=O)NHMe; en NTP47), amida terciaria (-C(=O)N(Me)2; en NTP48) o por
un grupo nitrilo (en NTP49) para generar siete derivaciones nuevas, altamente potentes, eficaces y deseables.

Adicionalmente a la aplicacién principal de antagonistas de TP para el tratamiento de diversas enfermedades CV, existen
muchas otras indicaciones de enfermedades, que incluyen enfermedades con designaciones de enfermedad huérfana,
para uso o desarrollo comercial de nuestra tecnologia de antagonistas de TP. Por ejemplo: estos antagonistas de TP
inhibiran las acciones del tromboxano (TX)A2y del isoprostano 8-iso-prostaglandina (PG)F2q derivado de radicales libres
y de todos los demas agentes incidentales (por ejemplo, el endoperéxido PGG2/PGHz, 20-HETE) que activan (actlan
como agonistas o como agonistas parciales) del TP. Como se indicd, el TP se expresa en una variedad de tipos de
células en todo el cuerpo y los compuestos (antagonistas de TP) descritos en la presente descripcidn se dirigen a los TP
(que incluyen TPa y/o TPB) que se expresan en todos esos tipos de células. Adicionalmente, la expresién alterada de los
TP ocurre en una variedad de situaciones de enfermedad y los compuestos (antagonistas de TP) descritos en la presente
descripcién se dirigen a los TP (que incluyen TPa y/o TPB) que se expresan en todos esos tipos de células y en diferentes
situaciones de enfermedad, que incluyen la inflamacidén y en el cancer. Ademés, los compuestos pueden usarse en
cualquier formato de farmaco (tal como, pero sin limitarse a, sistemas de suministro oral, i.v, i.p, dérmico, transdérmico o
en dispositivos médicos, como endoprétesis vasculares o endoprétesis vasculares con elucién de farmacos).

Ejemplo 1: Evaluacién de NTP42 - NTP49

NTP42-NTP49, variantes del grupo norte de NTP4, se evaluaron mediante ensayos de movilizacién de calcio
mediante el uso de células HEK 293 patentadas que sobreexpresan el receptor de tromboxano (TX)Az, las isoformas
a(TPa)y B (TPB), denominadas células HEK. TPa y HEK.TPB, respectivamente. El cribado inicial implicé ensayos
de respuesta a la dosis (concentraciones utilizadas 0,0001 (solo TPB), 0,001, 0,1, 1y 10 uM; (TPay TPR)) seguido
de ensayos de respuesta a la dosis completa mas centrados (rango de concentracién: 0,00001 a 10 yM) para la
determinacién de los valores de Clso donde el efecto de los compuestos sobre el calcio movilizado en respuesta al
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mimético de TXA2U46619 (1 uM) se realiz6é en comparacion lado a lado con los compuestos principales clave TP20
y NTP4. Los resultados se muestran en las Figuras 1-4 y la Tabla 1 (n = 4).

Conclusiones:

(A) Pruebas iniciales: Ensayos de movilizacién de calcio: Los nuevos compuestos NTP42 - NTP49 inhiben
potentemente la movilizacién de calcio mediada por TPay TPB, donde NTP42 y NTP48 presentan una mayor potencia
que TP20, segun lo determinado en los ensayos de movilizacién de calcio de respuesta a la dosis. Ver Figuras 1 a 4,
y la Tabla 1 para mas detalles. El orden de la escala de potencia de las 2 lineas celulares se indica méas abajo:

TPa: NTP48 > NTP42 > NTP43 > TP20 >> NTP4
TPR: NTP48 > NTP42 > TP20 =2 NTP43 > NTP4

(B) Ensayos de agregacion plaquetaria ex vivo: En ensayos preliminares de agregacion plaquetaria, realizados
utilizando el agregémetro de plaquetas PAP-8E, NTP42, NTP43 y NTP48 han demostrado potencia en la inhibicién
de la agregacién plaquetaria mediada por U46619, donde el orden de clasificacion es:

Plaquetas: NTP48 > NTP42 > TP20 > NTP43 = NTP4
Ver Figuras 5y 6, y la Tabla 2 para més detalles.

(C) Especificidad (ver Figuras 7, 8 y 11-17 para mas detalles): En ensayos preliminares para determinar la
especificidad de los nuevos compuestos, NTP42-NTP49 no ha mostrado ningun efecto sobre la movilizacién de calcio
mediada por |P/cicaprost o EP/PGE2. Especificamente, se encontré que NTP42-NTP49 no tuvieron ningdn efecto
sobre las respuestas de calcio mediadas por hlP/cicaprost 0 EP/PGE2. Hasta la fecha, con la excepcidén de NTP46, se
ha probado el efecto de los compuestos NTP44 -NTP49 sobre la sefializacion por el receptor PGlo, IP y los receptores
PGE2/EP v, al igual que TP20 y NTP4, se ha confirmado que los nuevos compuestos NTP42, NTP43 y NTP48 no
muestran ningun efecto sobre la sefializacién mediada por IP, EP. Los datos han confirmado que los nuevos
compuestos lideres NTP42, NTP43 y NTP48 presentan una toxicidad minima y una permeabilidad celular favorable.

Ademés, otras pruebas de especificidad establecieron que ni NTP42 ni NTP48 presentaron ningln efecto sobre la
sefializacién a través de otros receptores prostanoides (receptor de prostaglandina (PG) D2, DP; receptores de
PGE2 EP1, EP2, EP3 y EP4,; receptor de PGFz2q, FP; PGlo/receptor de prostaciclina, IP) y receptores no
prostanoides, incluidos los receptores purinérgicos (ADP) y de trombina (PAR1), también involucrados en la
activacidén plaquetaria similar a las isoformas TP. Se ha confirmado que NTP42, NTP43 y NTP48 no muestran
ningun efecto sobre la sefializacién mediada por DP, EP1-EP4, FP o IP. Los datos han confirmado que NTP42,
NTP43 y NTP48 exhiben una toxicidad minima y una permeabilidad celular favorable.

(A) Pruebas iniciales: Efecto de NTP42 - NTP49 en la movilizacién de calcio mediada por U46619

Como se ha indicado, NTP42 - NTP49 se seleccionaron a través de ensayos de movilizacién de calcio mediante el
uso de células HEK.TPa y HEK. TP que sobreexpresan las isoformas a (TPa) y B (TPB), respectivamente, del
receptor de tromboxano (TX)Az2. La seleccidn inicial involucré ensayos de dosis-respuesta donde los compuestos,
usados a 0,0001 (solo TPB), 0,001, 0,1, 1 y 10 uyM (TPa y TPB), se evaluaron por su capacidad para inhibir el
mimético U46619 (1 uM) de TXA2. Los compuestos se probaron en ensayos en paralelo con los compuestos lideres
principales TP20 y NTP4 identificados previamente. Los resultados se muestran més abajo.

La Figura 1 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en células
HEK TPa (Aislado HR#4). Las células HEK.TPa (HR#4), precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4,
NTP42, NTP43, NTP44, NTP45, NTP47, NTP48 y NTP49, donde cada antagonista se usé a 0,001, 0,1, 1 y hasta 10
MM, como se indica, antes de la estimulacién con 1 pM de U46619. Los datos se presentan como el porcentaje medio
(* S.E.M.) de la respuesta inducida por el agonista en las células tratadas con vehiculo (Porcentaje de control;, %) y
representa datos de al menos 4 experimentos independientes en los que las células se trataron por duplicado.

La Figura 2 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en células
HEK TPB. Las células HEK. TPB (EM#8), precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4, NTP42, NTP43,
NTP44, NTP45, NTP47, NTP48 y NTP49 donde cada antagonista se usé a 0,0001, 0,001, 0,1, 1 & a 10 yM, como se
indica, antes de la estimulacién con 1 UM de U46619. Los datos se presentan como el porcentaje medio (x S.E.M.) de
la respuesta inducida por el agonista en las células tratadas con vehiculo (Porcentaje de control; %) y representa datos
de al menos 4 experimentos independientes en los que las células se trataron por duplicado.

Comentarios:

Consistente con los datos anteriores, los compuestos de referencia/lideres TP20 y NTP4 inhiben la movilizacién de calcio
mediada por U46619 en células HEK. TPa y HEK.TPR. Asimismo, las nuevas variantes del grupo norte (NTP42-NTP49)
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inhiben las respuestas mediadas por U46619 en ambas lineas celulares, aunque en grados variables. Ademas, en la
mayoria de los casos, el nivel de inhibicibn es mayor que el observado para NTP4. De los datos anteriores, los
compuestos nuevos mas activos incluyen NTP42, NTP43 & NTP48. Estos compuestos se sometieron a un examen
adicional a través de ensayos de respuesta a la dosis completa para determinar los valores de IC50 para la inhibicién.

La Figura 3 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPa (Aislado HR#4).

Las células HEK. TPa (HR#4), precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4, NTP42, NTP43 y NTP48
donde cada antagonista se usé a 0,00001 - 10 yM, como se indica, antes de la estimulaciéon con 1 uM de U46619.
Los datos se presentan como el porcentaje medio (£ S.E.M.) de la respuesta inducida por el agonista en las células
tratadas con vehiculo (Porcentaje de control; %) y representa datos de al menos 3 experimentos independientes
en los que las células se trataron por duplicado.

La Figura 4 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por U46619 en
células HEK TPR. Las células HEK. TPB (EM#8), precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4, NTP42,
NTP43 y NTP48 donde cada antagonista se us6 a 0,00001 -10 pM, como se indica, antes de la estimulacién con 1
MM U46619. Los datos se presentan como el porcentaje medio (+ S.E.M.) de la respuesta inducida por el agonista
en las células tratadas con vehiculo (Porcentaje de control; %) y representa datos de al menos 4 experimentos
independientes en los que las células se trataron por duplicado.

Tabla 1. Valores estimados de ICso para la inhibicién de la movilizacién de [Ca 2+]i mediada por U46619 en células
HEK. TPay HEK. TPB.

Valores de ICso para la inhibicién de la movilizacién de [Ca?"]i mediada por U46619 (nM)
Antagonista de TP
TPa TPB
TP20 125+ 11,4 (n=5) 9,61+1,46 (n=6)
NTP4 593+ 83,6 (n =5) 60,4 + 8,00 (n =6)
NTP42 56,2+ 4,84 (n=6) 8,256+ 0,73(n=10)
NTP43 105+ 7,95 (n=86) 184 +163(n=9)
NTP48 90,1+6,43(n=4) 5,06+ 1,50 (n=86)
Comentario:

A partir de estudios anteriores de SAR, TP20 y NTP4 se identificaron como compuestos lideres principales. De acuerdo con
esto, tanto TP20 como NTP4 inhibieron potentemente la movilizacién de calcio mediada por U46619 en células HEK. TPa y
HEK.TPB, donde se determind que los valores de ICso para la inhibicién de las respuestas mediadas por TP estaban en el
rango nanomolar (consultese la Tabla 1 para conocer las cifras especificas para cada compuesto en cada linea celular). De
manera similar, los compuestos NTP42 - NTP49 inhibieron de manera potente las respuestas mediadas por U46619 en
ambas lineas celulares. En particular, los compuestos NTP42, NTP43 y NTP48 fueron los mas efectivos y se seleccionaron
para un anélisis mas detallado y la determinacién de los valores de ICso. Los valores de ICso indican que NTP42, NTP43 y
NTP48 son més eficaces en antagonizar las respuestas de TPay TPB que NTP4, es decir, la sustituciéon del grupo metoxi
con una di-, trifluorometoxi o una amida terciaria tiene una eficacia mejorada. Los tres compuestos, NTP42, NTP43 y NTP48,
se sometieron a una caracterizacién adicional mediante ensayos de calcio y agregacién plaquetaria.

(B) Efecto de NTP42 a NTP49 en la agregacién plaquetaria mediada por U46619:

Para evaluar NTP42 - NTP49 en un segundo ensayo independiente, se examiné el efecto de los compuestos sobre
los ensayos de agregacién plaquetaria mediados por U46619. Claramente, desde el punto de vista de la eficacia,
este es un ensayo importante y, fisiolégicamente, el mas relevante con respecto a la diana terapéutica.

La seleccién inicial implicé ensayos de dosis-respuesta donde los compuestos, usados a 7,8125, 15,625, 31,25, 62,5
y 125 nM, se evaluaron por su capacidad para inhibir la agregacidén plaquetaria inducida por el mimético U46619 de
TXA2 (1 uM). Los compuestos se probaron en ensayos en paralelo con el compuesto lider principal TP20 previamente
identificado mediante el uso del agregémetro de plaquetas PAP-8E. Los resultados se muestran més abajo.

La Figura 5 muestra el efecto de NTP42 a NTP49 sobre la agregacién plaquetaria mediada por U46619. El PRP se
preparé a partir de sangre extraida de voluntarios sanos en jeringas que contenian citrato de sodio al 3,8 % e
indometacina 10 pM de modo que la relacién final de anticoagulante con sangre fuera 1:9. Se preincubaron alicuotas
de PRP (300 pl) durante 10 min con los antagonistas de TP, TP20, NTP42, NTP43, NTP44, NTP45, NTP47, NTP48 y
NTP49, donde se prepararon diluciones en serie 1:2 de 0,25 yM para cada uno, antes de estimular las plaquetas con
1 MM de U46619, incubadas a 37 °C, con agitacién. Los resultados se presentan como porcentaje de agregacién
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(media £ S.E.M.), segln se determiné por los cambios en la transmisién de la luz a lo largo del tiempo con el uso del
perfilador de agregacion plaquetaria PAP-8E y representa datos de 4 experimentos independientes (n = 4).

Comentarios:

Al igual que el compuesto de referencia TP20, las nuevas entidades quimicas NTP42-NTP49 inhiben de forma
potente la agregacidn de plaquetas humanas mediada por U46619 ex vivo, donde NTP42, NTP43 y NTP48 son las
mas eficaces. Por tanto, en ensayos posteriores, el efecto de NTP42, NTP43 y NTP48 y, como compuestos de
referencia TP20 y NTP4, sobre la agregacién plaquetaria mediada por U46619 en comparaciones en paralelo se
realizé mediante el uso del agregémetro de plaquetas PAP-8E.

La Figura 6 muestra el efecto de NTP42, NTP43 y NTP48 sobre la agregacion plaquetaria mediada por U46619. El
PRP se preparé a partir de sangre extraida de voluntarios sanos en jeringas que contenian citrato de sodio al 3,8 %
e indometacina 10 uM de modo que la relacién final de anticoagulante con sangre fuera 1:9. Se preincubaron
alicuotas de PRP (300 pl) durante 10 min con los antagonistas de TP, TP20, NTP4, NTP42, NTP43 y NTP48, donde
se prepararon diluciones en serie de 2 veces de 1 yM para cada una, antes de estimular las plaquetas con 1 uM de
U46619, incubado a 37 °C, con agitacién. Los resultados se presentan como porcentaje de agregacién (media +
S.E.M.), seglin se determiné por los cambios en la transmisién de luz a lo largo del tiempo con el uso del perfilador
de agregacién plaquetaria PAP-8E y representa datos de al menos 3 experimentos independientes (n = 3).

Tabla 2. Valores de I1Cso estimados para la inhibicién de la agregacién plaquetaria mediada por U46619.

Antagonista de TP | Valores de ICso para la inhibicion de la agregacion plaquetaria mediada por U46619 (nM)
TP20 462+0,72(n=6)
NTP4 21,3+1,01(n=6)
NTP42 1,01+ 1,07 (n=6)
NTP43 22,0+2,03(n=6)
NTP48 9,45+1,38(n=3)

Comentarios:

Los compuestos NTP42, NTP43 y NTP48 inhibieron las respuestas mediadas por U46619, donde tanto NTP42
como NTP48 fueron mas potentes que TP20 o NTP4. NTP43 exhibidé una potencia equivalente a NTP4 para inhibir
las respuestas mediadas por U46619.

(C) Pruebas de especificidad: Efecto de NTP42 a NTP49 en la movilizacion de calcio mediada por hIP y EP3

Para confirmar la especificidad de los nuevos compuestos NTP42 a NTP49, se examiné su efecto sobre las
respuestas mediadas por hiIP (Cicaprost) y EP (PGEz2) en células HEK.hIP y HEL 92.1.7, respectivamente. Los
compuestos se probaron a 10 gM, cuyos resultados se muestran mas abajo.

La Figura 7 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por Cicaprost en
células HEK.hIP. Las células HEK.hIP, precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4, NTP42, NTP43,
NTP45, NTP47, NTP48 y NTP49 donde cada antagonista se us6 a 10 pM, como se indica, antes de la estimulacidn
con 1 uM de Cicaprost. Los datos se presentan como el porcentaje medio (+ S.E.M.) de la respuesta inducida por
el agonista en las células tratadas con vehiculo (Porcentaje de control; %) y representa datos de al menos 3
experimentos independientes en los que las células se trataron por triplicado. Células HEK.hIP.

La Figura 8 muestra el efecto de los antagonistas de TP sobre la movilizacién de calcio mediada por EP/PGE2 en
células HEL 92.1.7. Las células HEL 92.1.7, precargadas con Fluo-4, se incubaron con TP20, NTP4, NTP42 y
NTP43 donde cada antagonista se us6 a 10 yM, como se indica, antes de la estimulaciéon con 1 uM de Cicaprost.
Los datos se presentan como el porcentaje medio (£ S.E.M.) de la respuesta inducida por el agonista en las células
tratadas con vehiculo (Porcentaje de control; %) y representa los datos de 3 experimentos independientes en los
que las células se trataron por triplicado. 1 UM de PGEo.

Comentarios: En la presente descripcion, los datos indican que NTP42 a NTP49 no tienen problemas con respecto
a la especificidad y se ha demostrado que son altamente especificos para el antagonismo de las respuestas
mediadas por TP/U46619.

Ejemplo 2: Antagonismo de (PG)F2q

Demostracion de la capacidad de NTP42, NTP43 y NTP48 y, como NTP4 y TP20 de referencia, para antagonizar
las acciones de isoprostano 8-iso-prostaglandina (PG)F2a.
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Efecto de NTP42 - NTP48 sobre la movilizacién de calcio mediada por 8-iso-PGF2a

Adicionalmente, para evaluar los compuestos para antagonizar las respuestas mediadas por U46619, se examiné
la capacidad de NTP42 y NTP43 para inhibir el agonista parcial de TP 8-iso-PGF2q mediante ensayos de
movilizacién de calcio en células HEK.TPay HEK.TPB.

Las Figuras 9 y 10 muestran el efecto de los antagonistas de TP en la movilizacién de calcio mediada por 8-iso-
PGFaa en células HEK TPB.

La Figura 9 muestra los resultados después de que las células HEK. TPq, precargadas con Fluo-4, se incubaron
con TP20, NTP4, NTP42, NTP43 y NTP48 donde cada antagonista se us6 a 0.00001 - 10 UM, como se indica,
antes de la estimulacién con 10 uM de 8-iso-PGF2q.

La Figura 10 muestra los resultados después de que las células HEK. TP, precargadas con Fluo-4, se incubaron
con TP20, NTP4, NTP42, NTP43 y NTP48 donde cada antagonista se us6 a 0.00001 - 10 UM, como se indica,
antes de la estimulacion con 10 uM de 8-iso-PGF2q. Los datos se presentan como el porcentaje medio (+ S.E.M.)
de la respuesta inducida por el agonista en las células tratadas con vehiculo (Porcentaje de control;, %) y representa
datos de al menos 3 experimentos independientes en los que las células se trataron por duplicado, excepto NTP48.

La Tabla 3 presenta los valores estimados de ICso para la inhibicién de la movilizacién de calcio mediada por 8-iso-
PGF2aa en células HEK. TPa y HEK. TP, donde el agonista parcial en ausencia de antagonista de TP mediaba 112
3,26 (n=12)y 96,1 + 2,52 (n = 8) respuestas, respectivamente.

Tabla 3. Valores estimados de ICso para la inhibicion de la movilizaciéon de [Ca?*]i mediada por 8-iso-PGF2q en
células HEK. TPay HEK. TP.

Valores de ICso para la inhibicion de la movilizacién de [Ca?* ]i mediada por 8-iso-PGF2q (nM)
Antagonista de TP
TPa TPB
TP20 46,4424 (n=12) 17,0£212(n=18)
NTP4 103+ 11,1 (n=86) 58,0+6,31(n=6)
NTP42 12,8 +1,42 (n=6) 8,00+ 1,00 (n=6)
NTP43 30,7+5,05(n=4) 9,00+1,60(n=3)
NTP48 29,3+3,87(n=3) 154+2,16 (n = 4)
Conclusién:

Los datos han confirmado que los nuevos compuestos lideres principales, especificamente, NTP42, NTP43 y NTP48,
son potentes inhibidores de las respuestas de calcio mediadas por 8-iso-PGF2q. Ademés, los datos (presentados arriba)
confirman que NTP42, NTP43 y NTP48 son mas potentes que TP20 y NTP4. El orden de clasificacién para la inhibiciéon
de la movilizacién de calcio mediada por 8-is0-PGF2q por los antagonistas de TP en cada linea celular es el siguiente:
TPa: NTP42 > NTP48 > NTP43 > TP20 = NTP4

TPB: NTP42 > NTP43 > NTP48 > TP20 = NTP4

Ejemplo 3: Especificidad

Las Figuras 11-17 son ejemplos de pruebas de especificidad adicionales y muestran que ni NTP42 ni NTP48 presentaron
ningun efecto sobre la sefializacién a través de los otros receptores prostanoides (es decir, el receptor de prostaglandina
(PG) D2, DP; receptores de PGE2 EP1, EP2, EP3 y EP4; receptor de PGF2q, FP; IGP2/receptor de prostaciclina, IP).

La Figura 11 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningun efecto sobre el receptor DP1.

La Figura 12 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningun efecto sobre el receptor EP+.

La Figura 13 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningun efecto sobre el receptor EP-.

La Figura 14 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningun efecto sobre el receptor EPs.

La Figura 15 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningun efecto sobre el receptor EPa.

La Figura 16 muestra que NTP42 y NTP48 no muestran ningln efecto sobre el receptor FP1.
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La Figura 17 muestra que NTP42 y NTP48 no presentan ningln efecto sobre el receptor de IP.

Se ha confirmado que NTP42 y NTP48 no muestran ningln efecto sobre la sefializacién mediada por DP, EP1-
EP4, FP o IP.

No hay inhibicién, o es minima, de la mayoria de la sefializacién no mediada por TP observada en presencia de NTP42y
NTP48. Cuando hay inhibicién de la sefializacién, se observa solo a la concentracién de 10 uM. A modo de ejemplo, NTP42,
a 10 uM solo ejerce una inhibicién méxima de DP1, EP1, EP4 e IP, donde el porcentaje de reduccion en las respuestas es <
30 %, ~55 %, 40 % y 50 %, respectivamente. En comparacion con NTP42, NTP48tiene menos efecto sobre la sefializacion
de los receptores prostanoides no TP y, por lo tanto, puede considerarse mas favorable en este contexto.

La Figura 18 presenta el efecto de NTP42 y NTP48 en la sefializacién mediada por TP o U44069 (CEREP usa
U44069 relacionada en lugar de U46619), que incluyen los valores de ICso para la inhibicién (ver ademés la Tabla
4). Estos efectos indican que NTP42 y NTP48 son potentes antagonistas de U46609 o TP. Las diferencias en los
valores de ICso puede atribuirse a las diferencias en las condiciones particulares del ensayo, que incluyen
diferencias en el tipo de célula, de agonista, de indicador de calcio, etc.

La Tabla 4 es un ejemplo de los valores de ICso de NTP42 y NTP48 para antagonizar la movilizacién de [Ca?*);
mediada por TP después de la estimulacién de células con el agonista de TP alternativo U46609.

Tabla 4. Comparacién de valores de ICso para inhibicién
Compuesto Valor de ICso para la inhibicidén de la movilizacion de [Ca?*); mediada por U44069
NTP42 3,278 £ 0,34 nM
NTP48 7,712+ 0,96 nM

Ejemplo 4: Eficacia

Las Figuras 19-23 muestran la eficacia de NTP42 en el modelo de hipertension arterial pulmonar (PAH) inducida
por monocrotolina (MCT) en ratas. En resumen, a ratas macho Wistar/Kyoto se les administré una dosis Unica de
MCT (60 mg/kg, por via subcutanea) y después se trataron con dosis dos veces al dia (dosificacién oral) durante
28 dias con el vehiculo del farmaco, el articulo de prueba NTP42 (0,25 mg/kg/dosis, BID) o con los compuestos de
referencia Sildenafil (50 mg/kg/dosis, BID) o TP20 (0,25 mg/kg /dosis, BID). Como control, se dejé sin tratar un
grupo de ratas, es decir, sin MCT ni farmacos terapéuticos. En el dia 28, después de la induccién de MCT, se
anestesi6 a las ratas para cirugia cardiaca y se registraron los parametros hemodinamicos. A continuacion, se
extrajeron en masa la trdquea, el corazén y los pulmones, se registraron los pesos humedos del corazén y los
pulmones y, después se extrajeron, fijaron y procesaron los pulmones para histopatologia.

La Figura 19 muestra el efecto de los articulos de prueba sobre la presidn arterial pulmonar diastélica (dPAP).
La Figura 20 muestra el efecto de los articulos de prueba sobre la presién arterial pulmonar media (MPAP).
La Figura 21 muestra el efecto de los articulos de prueba sobre la presién arterial sistémica media (mAP).

La Figura 22 muestra el efecto de los articulos de prueba en el indice de Fulton.

Para las Figuras 19-22, el control (Ctr) se refiere a animales no tratados con MCT o compuestos de
prueba/referencia, mientras que el control negativo (N.C.) se refiere a animales tratados con MCT para inducir PAH
pero no tratados con compuestos de prueba/referencia.

La Figura 23 muestra secciones de tejido pulmonar incrustadas en parafina fijadas con formalina (FFPE) seguido
de la tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y escaneadas mediante el uso del sistema de captura de imagenes
Aperio. Las imagenes representativas representan la extensién de la remodelacién vascular pulmonar (paneles
superiores, flechas blancas) y el espacio aéreo alveolar (paneles inferiores). La barra de escala horizontal en cada
imagen corresponde a 100 uyM y todas las imagenes se capturaron con un aumento de 20x.

Se utilizé6 el ImageScope de Aperio para analizar las secciones de pulmén tefiidas con H&E escaneadas
digitalmente, donde se seleccionaron 10 cuadrados aleatorios (tamafio aproximado o cada cuadrado = 1x10° um?)
por seccién inferior, media y superior de tejido pulmonar para su andlisis. Dentro de cada cuadrado, todas las
arteriolas sanguineas (las arteriolas completas dentro de cada cuadrado y las que tocan la derecha y la parte inferior
se evaluaron, pero no la izquierda o la parte superior de los cuadrados) se midieron en ImageScope para el diametro
del vaso total y luminal donde se determiné la relacién didmetro de lumen con el del vaso total para cada arteriola.
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Las Figuras 24-27 muestran el efecto de los articulos de prueba en la relacién media (x S.E.M.) de la luz: didmetro
total del vaso para todas las arteriolas (Total) y las arteriolas clasificadas por tamafio: pequefio, <50 um de didmetro
total; medio, 50 -100 pm y grande, >100 um.

Las Figuras 24-27 muestran un analisis morfométrico de los efectos de NTP42 sobre la remodelacién vascular en
la PAH inducida por MCT.

La Figura 24 presenta datos que representan la relacién del didametro de lumen medio (+ S.E.M.): didmetro del vaso
total para las arteriolas totales.

La Figura 25 presenta datos que representan la relacién del didametro de lumen medio (+ S.E.M.): didmetro del vaso
total para arteriolas pequefias (<50 um).

La Figura 26 presenta datos que representan la relacidén del didametro de lumen medio (+ S.E.M.): didmetro del vaso
total para arteriolas medianas (50-100 um).

La Figura 27 presenta datos que representan la relacién del diametro de lumen medio (+ S.E.M.): didmetro del vaso
total para arteriolas grandes (> 100 pm). En las Figuras 24-27, los asteriscos indican que la relacién luz:diametro
total del vaso de los grupos tratados con MCT disminuye estadisticamente con respecto al grupo Control
simulado/sin MCT y las marcas de conteo indican que la relacién luz:diametro total del vaso de los animales tratados
con Sildenafilo, TP20 y NTP42 aumenta significativamente con respecto a los animales tratados con MCT solo,
donde *#, p < 0,05; **/##, p < 0,01 y ***/#H#Ht, p < 0,0001.

Para la Figura 28, las secciones de tejido pulmonar FFPE se tifieron con H&E y se escanearon digitalmente (Aperio
Slide Scanner). Las imagenes representativas muestran el grado de remodelacién vascular pulmonar en arteriolas
pequefias, medianas y grandes. Las barras de escala horizontales corresponden a 50 um (arteriolas pequefias y
medianas) y 100 ym (arteriolas grandes) fueron imagenes que fueron capturadas con aumentos de 40x. Las
imagenes representativas de la Figura 28 representan la extensién de la remodelacién vascular pulmonar en vasos
pequefios, medianos y grandes. La barra de escala horizontal en cada imagen corresponde a 50 um (vasos
pequefios y medianos) o 100 um (vasos grandes) y todas las imagenes se capturaron con un aumento de 40x.

La Figura 28 muestra secciones de tejido pulmonar FFPE después de inmunchistoquimica (IHC) mediante el uso de
un anticuerpo anti-alfa actina de musculo liso para detectar células de musculo liso en las paredes de los vasos, como
una medida independiente para evaluar la remodelacién o regeneracién de la musculatura de los vasos. Los
portaobjetos tefiidos se escanearon mediante el uso del sistema de captura de imagenes Aperio y las imagenes
representativas en los paneles superiores muestran el grado de remodelacién vascular pulmonar en arteriolas
medianas (50 a 100 um de didmetro). La barra de escala horizontal en cada imagen corresponde a 50 umy todas las
imagenes se capturaron con un aumento de 20x. Los paneles inferiores indican la intensidad de la tincién positiva
(amarillo a rojo) y negativa (azul) segln se determina por el algoritmo de pixeles positivos de ImageScope v 9.0.

En conclusién, los compuestos de la invencién, ejemplificados por NTP42 en las Figuras 19-28, son eficaces en el
modelo de PAH inducida por MCT como se muestra mediante la medicién de las caracteristicas hemodindmicas e
histolégicas de los animales sometidos a PAH por MCT.

Ejemplo 5: Remodelacién vascular

La Figura 29 muestra los efectos de NTP42 sobre la remodelacién vascular en la PAH inducida por MCT evaluada por a-
SMA [HC. Las secciones de tejido pulmonar FFPE se inmunotifieron con un anticuerpo anti-a actina de musculo liso (a-
SMA figura superior, tincién marrén) y nucleos contratefiidos con hematoxilina (Figura superior, nlcleos azules) seguido de
escaneo digital (Aperio Slide Scanner). Las imagenes representativas superiores muestran la inmunotincién de a-SMA
(marrdn) de las capas de musculo liso alrededor de las arteriolas y muestran el grado de remodelacién vascular pulmonar
en arteriolas medianas (50-100 um de diametro). Las cifras inferiores indican la tincidn negativa (azul) o la intensidad de la
tincién positiva (amarillo/rojo) segln se evalué con el algoritmo de pixeles positivos de ImageScope de Aperio v 9.0. Las
barras de escala horizontales corresponden a 50 um donde se capturaron imagenes con un aumento de 20x.

Apéndice

La Tabla 5 es una concordancia de las referencias de NTP con los niUmeros de las férmulas. Cualquier entrada en
la columna de la izquierda se define como la férmula de la columna de la derecha y viceversa.
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Tabla 5 Correspondencia entre referencias de NTP y los numeros de las férmulas

#NTP # Férmula
NTP42 (IV)
NTP43 (V)
NTP44 (V1)
NTP45 (Vi
NTP46 (Vi)
NTP47 (IX)
NTP48 (X)
NTP49 (X1)
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REIVINDICACIONES

Un compuesto:-representado por la formula (X):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Una composicién que comprende un compuesto segun la reivindicacién 1, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de la hipertensién arterial pulmonar (HAP).
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