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DESCRIPCION
Bloqueadores de canales de sodio pirazinoilguanidina sustituida con fenilo que tienen actividad agonista beta.

DATOS DE SOLICITUD DE CONTINUACION

La presente solicitud reivindica prioridad respecto a la solicitud provisional de EE.UU. n° de serie 60/812.077,
presentada el 9 de junio, 2006.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a bloqueadores de canales de sodio que tienen actividad agonista de receptores
beta adrenérgicos. La presente invencion también incluye una variedad de usos con estos bloqueadores de canales
de sodio/agonistas de receptores beta adrenérgicos.

Descripcién de los antecedentes

Las superficies mucosas en la interfase entre el entorno y el cuerpo han desarrollado una serie de “defensas
innatas” es decir, mecanismos protectores. Una forma principal de dicha defensa innata es limpiar estas superficies
con liquido. Tipicamente, la cantidad de la capa liquida en una superficie mucosa refleja el equilibrio entre la
secrecion de liquido epitelial, que refleja a menudo la secrecién de aniones (Cl" y/o HCO3') acoplada con agua (y un
contraion catiénico), y la absorcion de liquido epitelial, que refleja a menudo la absorcion de Na®, acoplada con agua
y contraion (CI" y/o HCO3'). Muchas enfermedades de las superficies mucosas son causadas por demasiado poco
liquido protector en estas superficies mucosas creado por un desequilibrio entre la secrecién (demasiado poca) y la
absorciéon (relativamente demasiada). Los procesos de transporte de sales defectuosos que caracterizan estas
disfunciones de la mucosa residen en la capa epitelial de la superficie mucosa.

Un procedimiento para reponer la capa de liquido protector en las superficies mucosas es “reequilibrar” el sistema
mediante el bloqueo de canales de Na® y la absorcién de liquido y simultaneamente la activacién de receptores beta
adrenérgicos, produciendo asi secrecion de liquido. La proteina epitelial que media la etapa limitante de la velocidad
de la absorcion de Na' y liquido es el canal de Na* epitelial (ENaC). EI ENaC vy los receptores beta adrenérgicos
estan situados en la superficie apical del epitelio, es decir, la interfase de superficie mucosa-entorno exterior. Por lo
tanto, para inhibir la absorcién de Na" y liquido mediada por el ENaC, hay que suministrar un bloqueador de ENaC
de tipo amilorida (que bloquea desde el dominio extracelular del ENaC) en la superficie mucosa, y lo que es muy
importante, debe mantenerse en el sitio para lograr la utilidad terapéutica. La presente invencion describe
enfermedades caracterizadas por demasiado poco liquido en las superficies mucosas y bloqueadores de canales de
sodio “tépicos” que contienen actividad agonista de receptores beta adrenérgicos disefiados para presentar mayor
potencia, menor absorcion en la mucosa, y disociacion lenta (“desunion” o desprendimiento) del ENaC y el receptor
beta adrenérgico requerido para la terapia de estas enfermedades.

La bronquitis crénica (BC) incluyendo la forma genética letal mas comun de la bronquitis crénica, la fibrosis quistica
(FQ), son enfermedades que reflejan el fracaso del cuerpo para eliminar normalmente moco de los pulmones, lo que
finalmente produce la infeccidn crénica de las vias respiratorias. En el pulmén normal, la defensa principal contra la
infeccion de las vias respiratorias intrapulmonar crénica (bronquitis crénica) es mediada por la eliminaciéon continua
de moco de las superficies de las vias respiratorias bronquiales. Esta funcién en los sujetos sanos elimina de los
pulmones de forma eficaz toxinas y patégenos potencialmente nocivos. Datos recientes indican que el problema que
lo inicia, es decir, el “defecto basico”, tanto en la BC como en la FQ es el fracaso en la eliminacion de moco de las
superficies de las vias respiratorias. El fracaso para eliminar moco refleja un desequilibrio entre la cantidad de liquido
y mucina en las superficies de las vias respiratorias. Este “liquido de la superficie de las vias respiratorias” (LSVR)
esta compuesto principalmente de sal y agua en proporciones similares al plasma (es decir, isotdnico). Las
macromoléculas de mucina estan organizadas en una “capa de moco” bien definida que normalmente atrapa las
bacterias inhaladas y son transportadas fuera de las vias respiratorias por accion de los cilios que golpean en una
solucion acuosa de baja viscosidad denominada “liquido pericilar” (LPC). En las enfermedades hay un desequilibrio
entre las cantidades de moco y de LSVR en las superficies de las vias respiratorias. Este desequilibrio produce la
reduccion relativa de LSVR lo que conduce a la concentracion de moco, una reduccién de la actividad lubricante del
LPC, y un fracaso para eliminar el moco mediante la actividad ciliar a la boca. La reduccién de la eliminacion
mecanica de moco desde el pulmén conduce a la colonizacion bacteriana cronica de moco adherente a las
superficies de las vias respiratorias. Es la retencion crénica de bacterias, el fracaso de las sustancias
antimicrobianas locales para matar las bacterias atrapadas en el moco en una base crénica y las consiguientes
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respuestas inflamatorias crénicas del cuerpo a este tipo de infeccion de superficie, lo que conduce a los sindromes
de BCy FQ.

La poblacion aquejada actualmente en EE.UU. es de 12.000.000 pacientes con la forma adquirida (principalmente
por exposicion al humo del tabaco) de la bronquitis crénica y aproximadamente 30.000 pacientes con la forma
genética, la fibrosis quistica. En Europa estdn presentes aproximadamente cantidades iguales de ambas
poblaciones. En Asia hay poca FQ, pero la incidencia de BC es alta, como en el resto del mundo, y va en aumento.

Actualmente hay una necesidad médica no satisfecha de productos que traten especificamente la BC y la FQ a nivel
del defecto basico que causa estas enfermedades. Las terapias actuales para la bronquitis crénica y la fibrosis
quistica se centran en tratar los sintomas y/o los efectos tardios de estas enfermedades. Por lo tanto, para la
bronquitis crénica, actualmente se usan agonistas B inhalados, esteroides, agentes anticolinérgicos y teofilinas
orales e inhibidores de fosfodiesterasa. Sin embargo, ninguno de estos farmacos por si solo trata de forma eficaz el
problema fundamental del fracaso de eliminar el moco del pulmén. Igualmente, en la fibrosis quistica, se usa el
mismo espectro de agentes farmacolégicos. Estas estrategias se han complementado mediante estrategias mas
recientes disefiadas para limpiar el pulmén con FQ del ADN ("Pulmozyme"”; Genentech) que se ha depositado en el
pulmén mediante neutrofilos que han intentado indtiimente matar bacterias que crecen en las masas de moco
adherente y mediante el uso de antibidticos inhalados (p. ej., TOBI) disefiados para aumentar los mecanismos
mortiferos de los propios pulmones para liberar las placas de bacterias del moco adherente. Un principio general del
cuerpo es que si la lesiébn que empieza no se trata, en este caso la retencion de moco/obstruccion, infecciones
bacterianas, se vuelve cronica y cada vez mas refractaria a la terapia antimicrobiana. Por lo tanto, un necesidad
terapéutica principal no satisfecha para las enfermedades pulmonares tanto de BC como de FQ es un medio eficaz
de rehidratar el moco de las vias respiratorias (es decir, restaurar/expandir el volumen del LSVR) y promover su
eliminacion, con bacterias, del pulmon.

R.C. Boucher, en el documento U.S. 6.264.975, describe el uso de bloqueadores de canales de sodio de
pirazinoilguanidina para rehidratar las superficies mucosas. Estos compuestos, representados por los diuréticos bien
conocidos amilorida, benzamilo y fenamilo son eficaces. Sin embargo, estos compuestos tienen la desventaja
importante de que (1) son relativamente impotentes, lo cual es importante porque la masa de farmaco que puede ser
inhalada por el pulmoén es limitada; (2) se adsorben rdpidamente, lo cual limita la semivida del farmaco en la
superficie mucosa; y (3) son facilmente disociables del ENaC. La suma de estas desventajas que se encuentran en
estos diuréticos bien conocidos, produce compuestos con potencia y/o semivida eficaz insuficientes en las
superficies mucosas para tener beneficio terapéutico para hidratar las superficies mucosas.

Claramente, son necesarios medicamentos que sean mas eficaces para restaurar la eliminacion de moco de los
pulmones de los pacientes con BC/FQ. El valor de estas nuevas terapias se reflejara en mejoras en la calidad y la
duracion de la vida para las poblaciones tanto de FQ como de BC.

Otras superficies mucosas dentro y sobre el cuerpo presentan diferencias sutiles en la fisiologia normal de los
liquidos de superficie protectores en su superficie, pero la fisiopatologia de la enfermedad refleja un tema comun, es
decir, demasiado poco liquido de superficie protector. Por ejemplo, en la xerostomia (boca seca) la cavidad oral se
vacia de liquido debido a un fallo de las glandulas parétidas sublinguales y submandibulares para secretar liquido a
pesar la absorcion de liquido mediada por el transporte de Na* (ENaC) continuado de la cavidad oral. Ilgualmente, la
gueratoconjuntivitis seca (0jo seco) es causada por el fracaso de las glandulas lacrimales para secretar liquido en la
cara de la absorcion de liquido dependiente de Na* continuada en las superficies coyunturales. En la rinosinusitis,
hay un desequilibrio como en la BC, entre la secrecién de mucina y la reduccion relativa de LSVR. Finalmente, en el
tracto gastrointestinal, el fracaso para secretar ClI” (y liquido) en el intestino delgado proximal, combinado con la
mayor absorcién de Na® (y liquido) en el ileo terminal conduce al sindrome de obstruccién intestinal distal (SOID). En
pacientes mayores, la absorcién excesiva de Na* (y volumen) en el colon descendente produce estrefiimiento
cronico y diverticulitis.

El documento WO 2005 018644 describe compuestos similares a los de la presente invencioén, para tratar los
presentes trastornos.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencion es proporcionar compuestos que tienen tanto actividad de bloqueo de canales de
sodio como actividad agonista de receptores beta adrenérgicos, en la misma molécula.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos que son mas potentes y/o son absorbidos menos
rapidamente de las superficies mucosas, y/o son menos reversibles comparados con compuestos conocidos.
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Otro aspecto de la presente invencion, es proporcionar compuestos que son mas potentes y/o son absorbidos
menos rapidamente y/o presentan menos reversibilidad, comparado con compuestos tales como amilorida,
benzamilo y fenamilo. Por lo tanto, los compuestos tendran una semivida farmacodinamica prolongada en las
superficies mucosas comparados con compuestos conocidos.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar compuestos que (1) se absorban menos rapidamente de las
superficies mucosas, en especial de las superficies respiratorias, comparado con los compuestos conocidos, y (2)
cuando se absorban de superficies mucosas después de administracién a las superficies mucosas, se conviertan in
vivo en derivados metabdlicos de los mismos, que tienen menor eficacia en la actividad de bloqueo de los canales
de sodio y agonista de receptores beta adrenérgicos, comparado con el compuesto original administrado.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar compuestos que sean mas potentes y/o se absorban menos
rapidamente y/o presenten menos reversibilidad, comparado con compuestos tales como amilorida, benzamilo y
fenamilo. Por lo tanto, dichos compuestos daran una semivida farmacodindmica prolongada en las superficies
mucosas comparado con los compuestos previos.

La presente descripcion describe procedimientos de tratamiento que aprovechan las propiedades farmacolégicas de
los compuestos descritos antes.

En particular, la presente descripcion describe procedimientos para el tratamiento que se basan en la rehidratacion
de las superficies mucosas.

Cualquier compuesto descrito en el presente documento puede ser una sal del mismo farmacéuticamente aceptable,
y en la que los compuestos anteriores incluyen todos los racematos, enantiomeros, diastereoisdmeros, tautomeros,
polimorfos y pseudopolimorfos de los mismos. Los polimorfos son diferentes formas fisicas, diferentes formas
cristalinas que tienen diferentes intervalos de fusion, que presentan diferencias en los andlisis de calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y presentan diferentes espectros de difraccion de rayos X de polvo (XRPD). Los
pseudopolimorfos son formas fisicas solvatadas diferentes, diferentes formas cristalinas que tienen diferentes
intervalos de fusién como solvatos, que presentan diferencias en los analisis de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) como solvatos y presentan diferentes espectros de difraccion de rayos X de polvo (XRPD) como solvatos.

La presente invencidon también proporciona composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto descrito
antes.

La presente descripciébn también describe un procedimiento para promover la hidratacion de las superficies
mucosas, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) en la superficie mucosa de un
sujeto.

La presente descripcion también describe un procedimiento para restaurar la defensa de la mucosa, que comprende:

administrar por via tdpica una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (1) en una superficie
mucosa de un sujeto que lo necesite.

La presente descripcién también describe un procedimiento para bloquear los ENaC y ejercer un agonismo de
receptor beta adrenérgico que comprende:

poner en contacto canales de sodio y al mismo tiempo activar receptores beta adrenérgicos (agonistas beta) con una
cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (1).

Los objetos de la presente invencién se pueden lograr con una clase de compuestos de pirazinoilguanidina que
representan un compuesto representado por la formula (1):
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3 Z 0

en la que

5 X es hidrégeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo C1-Cy, fenilo sustituido o no sustituido, alquiltio C;-C-, fenil-(alquil
C;1-Cy)-tio, (alquil C1-C5)-sulfonilo, o fenil-(alquil C1-C7)-sulfonilo;

Y es hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi C1-C7, alquiltio C;-C, halégeno, alquilo C;-C+, grupo fenilo sustituido o no
sustituido, 0 -N(R?)s;

10
R'es hidrégeno o alquilo C;-Cy;

cada R? es, independientemente, -R’, -(CHzgm-ORS, -(CH2)m-NR'R™, -gCHz)n(CHORB)(CHORg)n-(CHZORs)n-(CHz-
CH20)m-R?, -(CH2CH0)p-CH,CH2NR'RY, -(CH2)n-C(=O)NR'R™, -(CH2)n-Zg-R’, -(CH2)m-NR™-
15 CH(CHOR®)(CHOR®),-CH0R?, -(CH,),-CO2R’, 0

o, X
—(CHz)r(j( o
4 ;

R® y R* son cada uno, independientemente, hidrogeno, un grupo representado por la formula (A), alquilo C;-C-,

20 hidroxi-alquilo C4-Cy, fenilo, fenil-(alquilo C4-Cy7), (halogenofenil)-(alquilo C1-Cy7), (alquilfenilalquilo) C1-C, ((alcoxi Ci-
Cy)fenil)-(alquilo C;-C5), naftil-(alquilo C;-C7), o piridil-(alquilo C1-C7), con la condicién de que al menos uno de R® y
R* es un grupo representado por la férmula (A):

Q—Q

\
T CRICRDTR Vi ()

Q—Q

25
en la que

cada R" es, independientemente, -R’, -(CH2)n-OR® -O-(CH2)m-OR®, -(CH2)n-NR'RY, -O-(CH)m-NR'R',
-(CH2)n(CHOR®)(CHOR?),-CH,0R?, -O-(CH2)m(CHOR®)(CHOR?®),-CH,0R®, -(CH,CH0)m-R®, -O-(CH2CH»0)y-R?,
30 -(CH2CH20)m-CH,CHoNR'RY,  -O-(CH,CH20)m-CH.CH2NR'R™, -(CHZQn-C(:O)NR7R1°, -O-(CH2)m-C(=0)NR'R™,
-(CH2)n-(2)¢-R’, -O-(CH2)m-(2)¢-R’, -(CHz)n-NRlo-CHz(]CHOR )(CHOR®)n-CH20R?, -O-(CH2)m-NR"-
CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CH2),-CO2R’, -O-(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurdnido, -O-glucosa,

R’ 7
0 8] R
—Q—+CH> RrR7 0 _(CHE)n—ﬁﬁ 7
o) ’ R
O
35
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cada o es, independientemente, un nimero entero de 0 a 10;

cada p es un numero entero de 0 a 10;

con la condicién de que la suma de oy p en la cadena contigua es de 1 a 10;

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

en los que cada R® es, independientemente,

Conector-(CH),-CR™R'-Remate,  Conector-(CHz)n(CHOR®)(CHOR®),-CR™R*-Remate, Conector-(CH,CHz0)m-
CH,-CR"R"-Remate, Conector-(CH,CH;0)m-CH,CH,-CR*'R*-Remate, Conector-(CH,)s-(Z);-CR™R*'-Remate,
Conector-(CHz)n(Z)g-(CH2)m-CR*'R*-Remate, Conector-(CHz)n-NR**-CH2(CHOR®)(CHOR®),-CR™R*-Remate,
Conector-(CHz)n-(CHOR®)CH,-NR**-(2),CR'R*!-Remate, Conector-(CHz)aNR*-(CHz)m(CHOR®),CH,NR-(2),-
CR"R™-Remate, Conector-(CHz)m-(Z)g-gCHz)m-CRllRll-Remate, Conector-NH-C(=0)-NH-(CH,)n-CR*'R*'-Remate,
Conector-(CHz)m-C(:O)NRle'-(1CH2)m-CRl R'-Remate, Conector-(CH2n-(Z)g-(CH2)m-(Z)gCR™R*-Remate, Conector-
Zg-(CH2)m-Het-(CH2)m-CR™'R™-Remate,

en los que el Conector es, independientemente,

-O-, (CH2)n, -O(CH2)m-, -NR™-C(=0)-NR"*®, -NR"-C(=0)-(CH2)m-, -C(=0)NR™>-(CH2)m, -(CH2)n-Z-(CH2)n, -S-, -SO-,
-S02-, SO.NR’-, SO.NR-, -Het-,

en los que cada Remate es, independientemente,

4 OH
H OH /N = RTI
_N R,; I i
RII 1 N Rp
12
Rlz
g oM
/N#\(%N
R
" N/)\Ru
Ry
Rz Riz
OH Ry,
R N
Ry
Ry;
Riz

cada R® es, independientemente, -R’, -OR’,- OR™, -N(R")2, -(CH2)n-OR®?, -O-(CH2)n-OR®, -(CH2),-NR'RY, -O-
(CH2)m-NR'R™, -(CH2)n(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®, -O-(CH2)m(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, -(CH,CH,0)n-R®, -O-
(CH2CH20)m-R®, -(CH2CH20)p-CH2CH2NR'R™Y, -O-(CH2CH20)m-CH2CHoNR'R™, -(CH,),-C(=0)NR'-R™, -O-(CH2) -
C(=O)NR'R™, -(CHp)n-(2)gR’, -O-(CH2)m-(Z)g-R’, -(CH2)n-NR™-CH,(CHOR®)(CHOR?),-CH,0R®, -O-(CH2)m-NR'’-
CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CH2),-CO2R’, -O-(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurénido, -O-glucosa
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R’ ;
0\‘4 i NNEPLNL
—O—(CH, R o (CHy)y, ;

en los que cuando dos R® son -OR™ y estan situados adyacentes entre si en un anillo de fenilo, los restos alquilo de
los dos R® pueden estar unidos entre si para formar un grupo metllend|OX| con la condicién de que cuando al menos
dos -CH,OR® estén situados adyacentes entre si, los grupos R® pueden estar unidos para formar un ciclo de 1,3-
dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido,

cada R’ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C;-C-, fenilo o fenilo sustituido;

cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo C;-C+, -C(:O)-Rll, glucuronido, 2-tetrahidropiranilo, o
11
O OR

OCOR'!

0 OCOR!'!

/
COR'!

cada R’ es, independientemente, -CO,R"™, -CON(R™),, -SO,CH2R™, 0 -C(=O)R™;

cada R es, independientemente, -H, -SO,CHs, -COzR’, -C(=O)NR'R?, -C(=0)R’, 0 -(CH2)m-(CHOH),-CH20H;
cada Z es, independientemente, CHOH, C(=0), -(CHz)n, -CHNR*®R"®, C=NR"?, 0 NR"?;

cada R™ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-Cy, fenil-(alquilo C;1-C7) o fenil-(alquilo C1-C7) sustituido;

cada R es independientemente, -(CH2)n-SO,CHs, -(CH2)n-CO2R™, -(CH2)n-C(=O)NR™¥R™, -(CH.),-C(= ogR13
(CHz)a(CHOH)-CH;0H,  -NH- (CHz)n -SO;CHs, - NH-(CH2)-C(= O)R™, NH-C(=0)-NH-C(= O)R", -C(=O)NR™R®,
-OR™, -NH-(CH.),-R™, -Br, -Cl, -F, -I, SO.NHR™, -NHR*®, NH-C(=0)-NR™R*®, NH- ~(CH2)nSO2CHs, NH-(CH2)r-C(=0)
R, -NH- -C(=0)-NH- C( O)R", -C(= O)NR13R13, -ORM, (CHz)n NHR™, -NH-C(= 0) NR™R", 0 -NH-(CH,),-C(=0)-R";

cada R™ es |ndepend|entemente hldrogeno alquno C1-Cy, fenllo fenilo sustltwdo SOZCH3, -COzR -C(= O)NR R’,
-C(=O)NR’ SOZCH3, -C(=O)NR’-CO;R’, -C(=0)NR’-C(= O)NR R -C(=O)NR’-C(=0)R’, -C(=O)NR'-(CHz2)m-(CHOH),-
CH20H, -C(=0)R’, -(CH2)m-(CHOmH)n-CH20H, -(CH2)m-NR'R™®

+

-(CH2)mNR'R'R’, -(CHz)m-(CHOR®)-(CH2)mNR'R’, -(CHz)m-NR'°R*°,

+

~(CH2)m-(CHOR®)-(CH2)mNR'R'R,



ES 2392999 T3

_(CHz)n4<:>—V s «(CHy)m
(CHz)n4<:\/ N——V , ~(CHypm—N NRT

-(CHz)@ Vs J(CHp7— NR'!

/N

N N—V
con la condicién de que NRYR* pueda estar unido consigo mismo para formar uno de los siguientes:

10
—N NR'T

e

E]E

'(CH2)m

(CH,)(CHOR®)-(CHZ) R,

N ——(CH2)m{CHOR®}{CHZ),R™

N/
VAR
N/

cada Het es, independientemente, -NR'3, -S-, -SO-, -SO,-; -O-, -SO;NR™-, -NHSO,-, -NR™CO-, -CONR"*-;

15 cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6;
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cada m es, independientemente, un nimero enterode 1 a 7,
cada n es, independientemente, un nimero entero de 0 a 7;

cada Q es, independientemente, C-R% C-R®, o un atomo de nitrégeno, en el que al menos un Q es CR® y como
maximo tres Q en un anillo son atomos de nitrégeno;

cada V es, independientemente, -(CH2)m-NR'R', -(CH2)m-NR'R’, -(CH2)m-NR™R™R™, -(CH2)n-(CHOR®) -
(CH2)mNR'R™, -(CH2),-NR™R™

~(CH2)n-(CHOR®)m-(CH2)mNR'R’,-(CH2)n-(CHOR®)m-(CHz)mNR™ R™R™

con la condicién de que cuando V esta unido directamente a un atomo de nitr6geno, entonces V puede ser,
independientemente, R’, R*, o (R™)z;

en los que para cualquiera de los compuestos anteriores, cuando dos grupos -CH,OR?® estan situados 1,2- o0 1,3-
uno con respecto a otro, los grupos R® se pueden unir para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o
disustituido;

en los que cualquiera de los compuestos anteriores puede ser una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, y en
el que los compuestos anteriores incluyen todos los racematos, enantiomeros, diastereoisomeros, tautdbmeros,
polimorfos y pseudopolimorfos de los mismos.

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones.

La presente descripcion también describe un procedimiento para promover la eliminacion de moco en las superficies
mucosas, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (1) a una superficie mucosa de un
sujeto.

La presente descripcidon también describe un procedimiento para tratar la bronquitis crénica, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la fibrosis quistica, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la rinosinusitis, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la deshidratacion nasal, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) en las fosas nasales de un sujeto
que lo necesite.

En un aspecto especifico, la deshidratacion nasal es causada por administracion de oxigeno seco al sujeto.
La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la sinusitis, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.
La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la neumonia, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para prevenir la neumonia inducida por respirador, que
comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (1) a un sujeto mediante un respirador.
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La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar el asma, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la disquinesia ciliar primaria, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la otitis media, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.
Iggmpl)orreesnednetg descripcion también describe un procedimiento para inducir esputo destinado al diagnostico, que

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
gque comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar el enfisema, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar el ojo seco, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (1) en el ojo del sujeto que lo necesite.
La presente descripcion también describe un procedimiento para promover la hidratacién ocular, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (1) en el ojo del sujeto.

La presente descripcion también describe un procedimiento para promover la hidratacion cérnea, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (1) en el ojo del sujeto.

La presente descripcidon también describe un procedimiento para tratar la enfermedad de Sjérgen, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la sequedad vaginal, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) en el tracto vaginal de un sujeto que
lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la piel seca, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (1) en la piel de un sujeto que lo
necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la boca seca (xerostomia), que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula () en la boca del sujeto que lo
necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar el sindrome de obstruccion intestinal distal,
gue comprende:

administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.
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La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la esofagitis, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar el estrefiimiento, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

En un aspecto de este procedimiento, el compuesto se administra por via oral o por un supositorio o enema.

La presente descripcion también describe un procedimiento para tratar la diverticulitis crénica, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un compuesto representado por la férmula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente invencion también proporciona el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (1), en la fabricacién de un medicamento para tratar una o méas de las afecciones seleccionadas del grupo
gue consiste en bronquitis crénica, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, enfermedad de Sjorgen,
sindrome de obstruccién intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca (xerostomia), deshidratacion nasal,
neumonia inducida por respirador, asma, disquinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, enfisema, neumonia, estrefliimiento, diverticulitis crénica y rinosinusitis.

La presente invencion también proporciona un compuesto representado por la férmula (I) para usar como un
medicamento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La fig. 1 muestra la actividad basal de los canales de sodio antes y después del bloqueo con amilorida.
La fig. 2 muestra la actividad de los canales de sodio antes y después de la adicion de un agonista beta.

La fig. 3 muestra el mecanismo subyacente en la aditividad de un bloqueador de canales de sodio y un agonista
beta.

La fig. 4 muestra los tautémeros de los compuestos de férmula I.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los compuestos de férmula (I) también tienen actividad
de bloqueo de canales de sodio y actividad de agonista beta en la misma molécula.

La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que los compuestos de férmula (I) son mas potentes
ylo, se adsorben menos rapidamente de las superficies mucosas, en especial de las superficies de las vias
respiratorias, y/o son menos reversibles en las interacciones con los ENaC comparado con compuestos tales como
amilorida, benzamilo y fenamilo. Por lo tanto, los compuestos de férmula (l) tienen una semivida mas prolongada en
las superficies mucosas comparados con estos compuestos.

La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que determinados compuestos abarcados por la
férmula (1) se convierten in vivo en derivados metabolicos de los mismos que tienen menor eficacia en el bloqueo de
los canales de sodio y actlan como agonistas de receptores beta adrenérgicos, comparados con el compuesto
original administrado, después de ser absorbidos de las superficies mucosas después de la administracién. Esta
importante propiedad significa que los compuestos tendran una menor tendencia a producir efectos secundarios
indeseados por el bloqueo de canales de sodio y la activacion de receptores beta situados en otras partes del
cuerpo del receptor que no son objetivo, p. €j., los rifiones y el corazén.

La monoterapia con farmacos lleva a un tratamiento inadecuado en la mayoria de las enfermedades principales,
tales como la bronquitis crénica o la fibrosis quistica. Por lo tanto, con frecuencia es necesario descubrir y desarrollar
nuevos farmacos o combinacion de farmacos que traten y modulen mdltiples objetivos simultaneamente
(polifarmacologia) con el objetivo de potenciar la eficacia 0 mejorar la seguridad relativa a los farmacos de un solo
objetivo. Hay tres formas posibles de lograr esto. 1) Combinando “cécteles” terapéuticos de dos o mas farmacos
individuales; los beneficios de este procedimiento a menudo disminuyen por el bajo cumplimiento del paciente. 2) Un
farmaco de multiples componentes (“combinacion fija” o farmaco de mdaltiples componentes) que contiene dos o mas
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agentes en un solo comprimido, formulacién liquida, inhalador o dispositivo de polvo seco. Esto a menudo puede
mejorar el cumplimiento del paciente frente a los farmacos de multiples componentes, pero afiade la complejidad de
dosificar con cuidado para minimizar las multiples rutas metabdlicas. 3) Una sola entidad molecular que puede
modular simultdneamente objetivos de farmacos mdltiples (denominados ligandos mudltiples). La ventaja de un
ligando mudltiple frente a los dos primeros procedimientos es que mejora el cumplimiento, potencia la eficacia, se
dirige a un nuevo conjunto de deficiencias en los sistemas multiples con una sola entidad quimica nueva, a menudo
carece de diferencias impredecibles en la variabilidad farmacocinética y farmacodinamica entre pacientes, a menudo
es mas facil de formular y reduce potencialmente el riesgo de interacciones farmaco-farmaco comparado con los
cocteles de farmacos y los farmacos de mudltiples componentes. Por lo tanto el objetivo de los autores de la
invencion era descubrir ligandos miltiples que tuvieran tanto actividad de bloqueo de canales de sodio como
actividad agonista beta.

La adicién de actividad agonista de receptores beta adrenérgicos a un bloqueador de canales de sodio aumentara
significativamente la capacidad de hidratar las superficies de las vias respiratorias en sujetos que necesiten
hidratacién con fines terapéuticos. El mecanismo por el cual se afiade la actividad de agonista beta a la capacidad
de hidratacion de los bloqueadores de canales de Na solos, o agonistas beta solos, se describe en los siguientes
diagramas que describen los gradientes electroquimicos para el flujo de iones y la secrecién neta que resulta de
estas fuerzas en los epitelios de las vias respiratorias.

Como se muestra en la figura 1, en las condiciones basales los epitelios de las vias respiratorias humanas absorben
NaCl y H20. La absorcién activa de Na* dirige este proceso. El CI" es absorbido de forma pasiva con Na" para
conservar la electroneutralidad. Puesto que no hay una fuerza motriz neta para que el ClI' se mueva a través de la
membrana celular apical, el CI" es absorbido de forma paracelular en respuesta al potencial eléctrico transepitelial. El
agua se mueve de forma celular y paracelular en respuesta a los gradientes osméticos generados por la absorcion
de NaCl.

La aplicacion de un bloqueador del canal de Na* (como ejemplo se muestra amilorida) inhibe la entrada de Na” en la
célula, lo cual: (1) anula la absorcién de Na* y (2) hiperpolariza la membrana celular apical (Va). La hiperpolarizacion
del Va genera una fuerza motriz electroquimica que favorece la secrecién de CI' (ahora el Na" sigue en la direccion
de secrecion por la ruta paracelular). La velocidad de secrecion de ClI” es proporcional a la actividad de los canales
de CI' de la membrana apical, que tipicamente son activos en grado maximo al 30-50% en las condiciones basales.
En resumen, la aplicacion de un blogueador de canales de Na* inhibe la absorcion de Na* y produce un modesto
aumento de la secrecion de CI. Obsérvese de nuevo, que el agua seguira de forma transcelular en respuesta al
NaCl secretado.

A diferencia de esto, como se representa en la figura 2, la adicién de un agonista beta (como ejemplo se muestra el
isoproterenol) solo en los epitelios de las vias respiratorias humanas no produce cambios en la absorcién de Na* o la
secrecién de CI'. La razdn de esta ausencia de efecto es que no hay una fuerza motriz electroquimica para que el CI
se mueva a través de la célula (Véase las siguientes referencias: “Intracellular CI- activity and cellular CI- pathways in
cultured human airway epithelium”. Am. J. Physiol. 1989 May; 256(5 Pt 1):C1033-44. Willumsen NJ, Davis CW,
Boucher RC. “Cellular CI- transport in cultured cystic fibrosis airway epithelium”. Am. J. Physiol. 1989 May; 256(5 Pt
1):C1045-53. Willumsen NJ, Davis CW, Boucher RC. “Activation of an apical Cl- conductance by Ca2+ ionophores in
cystic fibrosis airway epithelia”. Am. J. Physiol. 1989 Feb; 256(2 Pt 1):C226-33. Willumsen NJ, Boucher RC). Por lo
tanto, una activaciéon mediada por agonista beta de un canal de CI' de membrana apical, normalmente CFTR a
través de cambios en el cAMP, no produce cambios en la velocidad de movimiento del CI a través de la barrera y,
por lo tanto, no produce cambios en la secrecion transepitelial de cloruro sédico o agua.

Sin embargo, cuando se administra un bloqueador de canales de Na con un agonista beta, se logra la suma entre
estas dos clases de compuestos con el resultado de que la secrecion de CI' (y Na', H.O) es acelerada. El
mecanismo subyacente en la suma se muestra en la figura 3. En presencia de un bloqueador de canales de sodio,
se genera un gradiente electroquimico para la secrecion de CI' (véase también la figura 1). Ahora, cuando esta
presente un agonista beta, convierte el CFTR de la membrana apical de ~30% de actividad basal a 100% de
actividad mediante el aumento inducido por el agonista beta del cAMP que finalmente activa el CFTR a través de la
PKA (proteina quinasa A). Puesto que hay una fuerza motriz electroquimica que favorece la secrecion de CI" como
resultado del bloqueo de los ENaC, el aumento de la actividad del canal de CI" se traduce en el aumento de la
secrecion de CI' (y Na®, Hz0). Por lo tanto, la capacidad de hidratacién del epitelio se potencia mucho por la
presencia de las actividades tanto de un bloqueador de canales de Na® como un agonista de receptores beta
adrenérgicos en el entorno que bafia los epitelios de las vias respiratorias humanas, comparado con solamente el
bloqueador de canales de Na' o el agonista de receptores beta adrenérgicos. Un descubrimiento de esta invencion
es que la administracién de ambas actividades contenidas en la misma molécula en el epitelio, es al menos tan
eficaz como la administraciéon secuencial de un bloqueador de canales de Na seguido de un agonista beta y por lo
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tanto tiene las ventajas citadas anteriormente.

Los compuestos de formula | existen principalmente como una combinacion de los 3 tautémeros mostrados en la
figura 4. La figura 4, muestra los 3 tautomeros representados en la férmula | que existen en disolucién. Estudios
previos de Smith y col., han mostrado que la base libre existe principalmente como el tautémero acilimino, mientras
que la especie fisiolégicamente activa existe como la forma protonada del tautémero acilamino (figura 1, ref. RL
Smith y col. Journal of the American Chemical Society, 1979, 101, 191-201). Estas representaciones estructurales se
han usado para representar la amilorida y sus analogos tanto en la bibliografia de patentes como en la cientifica. Se
usa tanto la representacion del acilamino como del acilimino por conveniencia a lo largo de esta patente, pero
entendiéndose que en realidad las estructuras son un hibrido de estas tres formas, dependiendo la cantidad real de
cada una del pH, el sitio de accion y la naturaleza de los sustituyentes.

En los compuestos representados en la formula (l), X puede ser hidrégeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo C;-C-,
cicloalquilo C;-C7, fenilo sustituido o no sustituido, alquil-tio C1-C5, fenil-(alquil C1-C7)-tio, (alquil C1-C5)-sulfonilo o
fenil-(alquil C1-C5)-sulfonilo. Se prefiere halégeno.

Los ejemplos de halégeno incluyen fltor, cloro, bromo y yodo. El cloro y el bromo son los halégenos preferidos. Se
prefiere en particular el cloro. Esta descripcion se aplica al término “halégeno” como se usa a lo largo de la presente
descripcion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “alquilo inferior” significa un grupo alquilo que tiene menos de
8 atomos de carbono. Este intervalo incluye todos los valores especificos de atomos de carbono y los subintervalos
entre ellos, tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono. El término “alquilo” abarca todos los tipos de dichos
grupos, p. €j., grupos alquilo lineales, ramificados y ciclicos. Esta descripcion se aplica al término “alquilo inferior”
como se usa a lo largo de la presente descripcion. Los ejemplos de grupos alquilo inferior adecuados incluyen
metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, butilo, isobutilo, etc.

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

Y puede ser hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi C1-C7, alquil-tio C;-C7, halégeno, alquilo C;-C, cicloalquilo C;-Cy,
grupo fenilo o -N(Rz)z. El resto alquilo de los grupos alcoxi inferior es el mismo que se ha descrito antes. Los
ejemplos de arilo mononuclear incluyen grupos fenilo. El grupo fenilo puede estar sustituido o no sustituido como se
ha descrito antes. La identidad preferida de Y es -N(Rz)z. Se prefieren en particular aquellos compuestos en los que
cada R? es hidrégeno.

R' puede ser hidrégeno o alquilo C1-C7. Se prefiere hidrégeno para R
Cada R? puede ser, independientemente, -R77, -lgCHz)m-ORs, -(CH2)m-NR'R™, -(CHg)nCHORS)QCHORS)nCHZORS, -

(CH2CH20)-R®,  «(CH2CH20)m-CH2CHoNR'RY™,  -(CH2)-C(=O)NR'R'®,  -(CH2)n-Zg-R’,  -(CH2)m-NR™-
CH2(CHOR®)(CHOR®)CH,0R?, -(CH2),CO.R’, 0

R7
O .
— Ko
O

Se prefieren hidrégeno y alquilo C;-C7, en particular alquilo C;-Cs, para R% Se prefiere en particular hidrégeno.

R? y R* pueden ser, independientemente, hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), alquilo C;-C7, hidroxi-
alquilo C;-C-, fenilo, fenil-alquilo C1-C7, (halogenofenil)-(alquilo C;-C-), alquilfenilalquilo C;-C+, ((alcoxi C1-C5)fenil)-
(alquilo C1-Cy), natftil-(alquilo C1-C>), o piridil-(alquilo C1-C7), con la condicién de que al menos uno de R® y R*es un
grupo representado por la férmula (A).

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

En la formula (A), el resto -(C(RL)z)o-X-(C(RL)z)p- define un grupo alquileno unido al anillo aromético. Las variables o
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y p pueden ser cada una un namero entero de 0 a 10, con la condicién de que la suma de o y p en la cadena sea de
1 a 10. Por lo tanto, o y p puede ser cada uno 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10. Por consiguiente, la suma de oy p
puede ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 6 10, o cualquier subintervalo entre los mismos. Preferiblemente, la suma de oy p
es de 2 a 6. En una realizacion particularmente preferida, la sumade oy p es 4.

El grupo conector en la cadena de alquileno, x, puede ser, independientemente, O, NR'?, C(=0), CHOH, C(=N-R*°),
CHNR7R10, o representa un enlace sencillo. Por lo tanto, cuando x representa un enlace sencillo, la cadena de
alquileno unida al anillo se representa por la formula -(C(RL)2)0+p., en la que la suma o+p es de 1 a 10.

Cada R" puede ser, independientemente, -R’, -(CH2)n-OR®, -O-(CH2)m-OR?, -(CH2),-NR'R™®, -O-(CH2)m-NR'R™, -
(CH2)n(CHOR®)(CHOR?),-CH,0OR®, -O-(CH2)m(CHOR®)(CHOR?®),-CH20R?, -(CH,CH,0)n-R®, -O-(CH.CH20),-R®, -
(CH2CH20)m-CH2CHoNRRY, -O-(CH,CH20)m-CH2CH2NR'R™, -(CH,)y-C(=O)NR'R™, -O-(CH,)m-C(=O)NR'R™®, -
(CH2)n-(Z2)¢-R’, -O-(CH2)m-(2)¢-R’, -(CH2)n-NR™-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®, -O-(CH2)m-NR™-
CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH20R?, -(CH2),-CO2R’, -O-(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurénido, -O-glucosa,

RT
0 0. R’
—-—O{(CHQ)A)X/\OI/\RT o ——(CHz)n—E)(R7 ;
: 0

Los grupos R preferidos incluyen, -H, -OH, -N(R7)2, en especial cuando cada R’ es hidrégeno.

En la cadena de alquileno en la formula (A), se prefiere que cuando un grupo R" unido a un atomo de carbono es
distinto de hidrégeno, entonces el otro R" unido a ese atomo de carbono es hidrégeno, es decir, la formula -CHR"-.
También se prefiere que como méaximo dos grupos R" en una cadena de alquileno sean distintos de hidrégeno,
cuando los otros grupos R"en la cadena son hidrégeno. Incluso més preferiblemente, solo un grupo R"en la cadena
de alquileno es distinto de hidrégeno, cuando los otros grupos R" en la cadena son hidrégeno. En estas
realizaciones, se prefiere que x represente un enlace sencillo.

En otra realizacion particular de la invencion, todos los grupos R" en la cadena de alquileno son hidrégeno. En estas
realizaciones, la cadena de alquileno se representa por la formula -(CHz)o-X-(CH2)p-.

Como se ha discutido antes, cada R® es independientemente,

Conector-(CHy),-CR*R™-Remate, Conector-(CHg)n(CHORE?(CHORS)n-CR“R“-Remate, Conector-(CH,CHzO)-
CH,-CR"R'"-Remate, Conector-(CH2CH;0)m-CH2CH,-CR™R'-Remate,  Conector-(CH2)n-(2);-CR'R*-Remate,
Conector-(CH2)n(Z)g-(CH2)m-CR™R™'-Remate, Conector-(CH,)n-NR**-CH2(CHOR®)(CHOR®),-CR™R'"-Remate,
Conector-(CHy)n-(CHOR®)nCH,-NR™-(2),-CR™'R'-Remate,  Conector-(CHz),NR™*-(CH2)m(CHOR®),CH,NR"-(2),-
CR"R™-Remate, Conector-(CHz)m-(Z)g-gCHz)m-CRllRll-Remate, Conector-NH-C(=0)-NH-(CH2)m-CR*'R*!-Remate,
Conector-(CHz)m-C(=0)NR™-(CH,)-CR™R*-Remate, Conector-(CH2)n-(Z) - (CH2)m-(2)-CR™'R"-Remate,
Conector-Zy-(CHz)m-Het-(CHy)m-CR™'R'!-Remate.

Como se ha discutido antes, cada Conector es, independientemente, -O-, (CH2)n-, -O(CH2)m-, -NR*-C(z0)-NR™?, -
NR™-C(=0)-(CHz)m-, -C(=O)NR**-(CH2)m, -(CH2)n-Zg-(CHz)n, -S-, -SO-, -SO2-, SO,NR’-, SO,NR™-, -Het-.

Cada Remate es, independientemente,
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. P
y o O N R
_N Ry 1
R -
Ry; ! N Riz
12
Rz
g o y OH
/N | N /N F =N Ry,
Ry N//I\Rn Ry, N
T
Ry
Ri2 Riz
OH Ry
Ria N‘_\
Rll
Ry;
Ry,

Cada R® es, independientemente, -R’, -OR’,- OR", -N(R')2, -(CH2)m-OR®, -O-(CH2)m-OR®, -(CH),-NR'R?, -O-
(CH2)m-NR'R™, -(CH2)n(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®, -O-(CH2)m(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, -(CH,CH,0)n-R®, -O-
(CH2CH20)m-R®, -(CH2CH20)p-CH2CH2NR'R™Y, -O-(CH2CH20)m-CH2CHoNR'R™, -(CH,),-C(=0)NR'-R™, -O-(CH2) -
C(=O)NR'R™, -(CHp)n-(2)gR’, -O-(CH)m-(Z)¢-R’, -(CH2)n-NR™-CH,(CHOR®)(CHOR?),-CH,0R®, -O-(CH2)m-NR'’-
CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CH2),-CO2R’, -O-(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurénido, -O-glucosa,

R?
0 o R
—O—((CHz)ﬁR? 0 *—(CHz)n—CXW ;
H O )

en los que cuando dos R® son -OR™ y estan situados adyacentes entre si en un anillo de fenilo, los restos alquilo de
los dos R® pueden estar unidos entre si para formar un grupo metilendioxi;

con la condiciéon de que cuando al menos dos -CH,OR?® estén situados adyacentes entre si, los grupos R® pueden
estar unidos para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido,

Cada R’ es, independientemente, hidrogeno, alquilo C1-C7, fenilo o fenilo sustituido.

Cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-Cy, -C(=O)-R11, glucurénido, 2-tetrahidropiranilo, o
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0O OCOR!
~ 1
OCOR

Cada R? es, independientemente, -CO,R™, -CON(R"®),, -SO,CH;R"?, 0 -C(=0)R™.

Cada R™ es, independientemente, -H, -SO,CHs, -COzR’, -C(=0)NR'R?, -C(=0)R’, 0 -(CH2)m-(CHOH),-CH2OH.
Cada Z es, independientemente, CHOH, C(=0), -(CHz)n, -CHNR®R*®, C=NR*?, 0 NR*®.

Cada R™ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C;-C-, fenil-(alquilo C1-C7) o fenil-(alquilo C;-C-) sustituido.
cada R™ es independientemente, -(CH2)n-SO2CHs, -(CH2),-CO.R™, -(CH,)n-C(=O)NR™R™, -(CHg)n-C(zogRB,
(CH2)n-(CHOH),-CH20H,  -NH-(CH2)n-SO2CHs, NH-(CH.),-C(=0)R*, NH-C(=0)-NH-C(=0)R™, -C(=O)NR™R*?,
-OR™, -NH-(CH),-R™,-Br, -Cl, -F, -I, SO:NHR™, -NHR'®, NH-C(=0)-NR™R™, NH-(CH.),SO-CHs, NH-(CHz).-
C(=0)R™, -NH-C(=0)-NH-C(=0)R", -C(=O)NR™R"™, -OR™, -(CH,),-NHR™, -NH-C(=0) -NR™R", 0 -NH-(CH2).-
C(=0)-R*;

cada R™ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C+, fenilo, fenilo sustituido, -SO,CHs, -CO,R’, -C(=O)NR'R’,
-C(=0)NR’SO,CHs, -C(=0)NR’-CO:R’, -C(:O)NR7-C(:017NR7R7, -C(=0)NR’-C(=O)R’, -C(=O)NR’-(CH2)m-(CHOH),-
CH0H, -C(=0)R’, -(CH2)m-(CHOH),-CH20H, -(CH2)m-NR'R™,

+

«(CH2)mNR'R'R’, -(CH2)m-(CHOR®)n-(CH2)mNR'R’, -(CH2)m-NR™R™,

+ -(CH2)m-(CHOR®);-(CH2)mNR'R'R’,

-(CH,), ‘Qf Vo, (CH,);; N >

~(CH,), N—=V | (CHy7—N NR™

{Cﬂﬁr—“*<::::;>‘“*V . -(CHy)7N NR'
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-(CHp)m

/N
ANV

con la condicién de que NR™¥R™

siguientes:

puede estar unido consigo mismo para formar un anillo que comprende uno de los

NR‘H

N

*

—{CHz)m(CHOR)-(CH;),R™

N —={(CH3)n{CHOR®)-(CH,)R™
Cada Het es, independientemente, -NR™3, -S-, -SO-, -SO,-; -O-, -SO,NR™-, -NHSO,-, -NR**CO-, 0 -CONR**-.
Cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6.
Cada m es, independientemente, un nimero enterode 1 a 7.
Cada n es, independientemente, un nimero enterode 0 a 7.

cada Q es, independientemente, C-R% C-R®, o un atomo de nitrégeno, en el que al menos un Q es CR® y como
maximo tres Q en un anillo son atomos de nitrégeno.

Cada V es, independientemente, -(CH2)n-NR'R™, -(CH2)m-NR'R’, -(CH2)m-

+

NR“R“R“ -(CH)y:- (CHOR Ym-(CH2)mNR'R™,  -(CH2)n-NR™R™  + -(CH2)n-(CHOR®)m-(CH2)mNR'R’,  ~(CH2)n-
(CHOR )m- (CHz)mNR 'RMR™, con la cond|C|on de que cuando V esta unido directamente a un atomo de nitrégeno,

entonces V puede ser, |ndepend|entemente R’ RY o(R )

En una reahzamon de la invencion, cuando dos grupos -CH,OR?® estan situados 1,2- 0 1,3- uno con respecto a otro,
los grupos R® se pueden unir para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido;

R’ ;
Y e
oo o (K
= 0
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En la presente invencion, cuando los dos R® son -OR™ y estan situados adyacentes entre si en un anillo de fenilo,
los restos alquilo de los dos R® pueden estar unidos entre si para formar un grupo metilendioxi.

En la presente invencion, cuando al menos dos -CH,OR?® estan situados adyacentes entre si, los grupos R® pueden
estar unidos para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido.

Ademas, uno o mas de los grupos R® puede ser uno de los grupos R®, lo cual entra dentro de la definicién amplia de
R® expuesta antes.

Cuando dos R°® son -OR™ y estan situados adyacentes entre si en un anillo de fenilo, los restos alquilo de los dos
grupos R® pueden estar unidos entre si para formar un grupo metilendioxi, es decir un grupo de formula -O-CH;-O-.

Como se ha discutido antes, R® puede ser hidrégeno. Por lo tanto, 1, 2, 3 6 4 grupos R® pueden ser distintos de
hidrégeno. Preferiblemente, como maximo 3 de los grupos R® son distintos de hidrégeno.

Cada g es, independientemente, un nimero entero de 1 a 6. Por lo tanto, cada g puede ser 1, 2, 3, 4,5, 6 6.

Cada m es un numero entero de 1 a 7. Por lo tanto, cada m puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7. Cada n es un nimero
entero de 0 a 7. Por lo tanto, cada n puede ser 0, 1, 2,3,4,5,60 7.

Cada Q en la férmula (A) es C-R® C-R®, o un atomo de nitrégeno, en la que al menos un Q es C-R® cuando como
maximo tres Q en el anillo son atomos de nitrégeno. Por lo tanto, puede haber 1, 2 6 3 atomos de nitr6geno en un
anillo. Preferiblemente, como méaximo dos Q son atomos de nitrégeno. Mas preferiblemente, como maximo un Q es
un atomo de nitrégeno. En una realizacion particular, el &tomo de nitrégeno esta en la posicion 3 del anillo. En otra
realizacién de la invencién, cada Q es C-R% o C-Re, es decir, no hay atomos de nitrégeno en el anillo. En otra
realizacion, un Q es C-R>.

Los ejemplos més especificos de grupos adecuados representados por la formula (A) se muestran en las siguientes
férmulas (B)-(E):

Q==Q

< \
(CHz)o-x-(CHp) Q (B)
Q0 P \ //

Q—Q

en la que o, X, p, RS, y RG, son como se han definido antes;

5
—(CHz)y, R (€)
enla que n es un nimero enterode 1 a 10y R®es como se ha definido antes;

—CHh— )~k @
N

enlaquenesunnimeroenterode1ally R®es como se ha definido antes;
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—(CHy)e—x—(CH, R’

en la que o, X, p, R5, y Re, son como se han definido antes.

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

En otra realizacion preferida, R% es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, R es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, X es cloro.

En otra realizacion preferida, R® es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, R"es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, o es 4.

En otra realizacion preferida, p es 0.

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

En otra realizacion preferida, x representa un enlace sencillo.

En otra realizacion preferida, R® es hidrégeno.

En otra realizacion preferida, como maximo un Q es un atomo de nitrégeno.
En otra realizacion preferida, ninglin Q es un atomo de nitrégeno.
En una realizacion preferida de la presente invencién:

X es haldgeno;

Y es -N(R")z;
R!es hidrégeno o alquilo C;-Cg;

R”es -R’, -OR’, CH,OR’, 0 -CO.R’;

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

R'es hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), o alquilo C;-Cy;
En otra realizacion preferida de la presente invencion:

X es cloro o bromo;

Y es -N(R")z;

R es hidrégeno o alquilo C;-Cg;

como maximo tres R® son distintos de hidrégeno como se ha descrito antes;
como maximo tres R" son distintos de hidrégeno como se ha descrito antes; y

como maximo dos Q son atomos de nitrégeno.

19
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En otra realizacion preferida de la presente invencion:
Y es -NHy;
En otra realizacion preferida de la presente invencion:
R es hidrégeno;
10 como maximo un R" es distinto de hidrégeno como se ha descrito antes;
como maximo dos R°® son distintos de hidrégeno como se ha descrito antes; y

como maximo un Q es un atomo de nitrégeno.
15
En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la féormula:

H OH H
H:CO,5—N N
N
HO N N = ¢
H H | _
H;N~ N NH,

20 En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de formula (1) se representa por la formula:

OH OH

(R}

o

HO OH
N "
Cl N = .
= N N OH
T

e
H,N N
En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la formula:

25
H " g
OHC—N N
HO NN Ny
H H |

-
HoN” N7 T NH,

NH,

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:
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OH
o= 3w
SIS et e
CH 0
C]IN:ﬁ‘\N/U\N 3 of]
| H H
e
HN" N7 NH,

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:
O NH "y OH
3} N\ NAN/\/\/@/\/\/ \/\Cc(‘)\}{
DGR
H.N N NH,

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de formula (1) se representa por la formula:

OH
| N NHCHOC
e
OH OH

H
OHC-N N
*2CH,CO;H )
HO 3z J\NJIN“ Cl
-

H,NT TN ONH,

Tz
o

10
En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la féormula:

OH

N

~S0,CH,

u OH OH
H;C0,5-N N
OO
HO NN Ns
H H |
o

Cl
H,N” N7 TNH,

15 En otra realizacion preferida de la presente invencién, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:
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OH
1
iR
i NHW\/UO“‘/‘E N
Cle N NJLN OH
| | H EH
N7 N O NH,

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:

OSO OH ”UII

HN
*2CH;CO,H
HO

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de formula (1) se representa por la féormula:

O CH;

R) N
H,N N]—L HOzC

10
En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:

NH,
Lrﬂ
fanael
HQ

2 —CH,
HO,C

O/\H/N‘\/\;_IS \/U \[r

15 En otra realizacion preferida de la presente invencién, el compuesto de férmula (1) se representa por la formula:
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eossacii g

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:

Cl :[%\N /\M/ﬂ\/L:i]/xw/mz;‘f;;\T::j

H

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la formula:
g OH
Cl N CH;
=~ N N

_ OCH,
HO,C

10
En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:

NHz

15 En otra realizacion preferida de la presente invencién, el compuesto de férmula (1) se representa por la férmula:

QH
H <
N - NHCHO
CH, OH

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392999 T3

Los compuestos de formula (I) se pueden preparar y usar como la base libre. Alternativamente, los compuestos se
pueden preparar y usar como una sal farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables son
sales que retienen o potencian la actividad biolégica deseada del compuesto original y no imparten efectos
toxicoldgicos indeseados. Los ejemplos de dichas sales son (a) sales de adicién de acido formadas con acidos
inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico acido fosférico, acido nitrico y
similares; (b) sales formadas con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido
tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucénico, acido citrico, &cido malico, acido ascorbico,
acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, &cido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido
metanosulfonico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenodisulfonico, acido poligalacturénico, acido maldnico, acido
sulfosalicilico, acido glicélico, 2-hidroxi-3-naftoato, pamoato, acido salicilico, acido esteérico, acido ftalico, acido
mandélico, &cido lactico y similares; y (c) sales formadas a partir de aniones elementales, por ejemplo, cloro, bromo
y yodo.

Hay que indicar que todos los enantiomeros, diastereoisomeros, tautdbmeros y mezclas racémicas de los compuestos
dentro del alcance de la férmula (I) estan abarcados por la presente invencion. Todas las mezclas de dichos
enantiomeros y diastereoisomeros estan dentro del alcance de la presente invencion.

Sin estar limitado a ninguna teoria particular, se cree que los compuestos de féormula (1) funcionan in vivo como
bloqueadores de canales de sodio y como agonistas de receptores beta. Mediante el bloqueo de los canales de
sodio epiteliales, asi como activando los presentes receptores beta en superficies mucosas, los compuestos de
férmula (1) reducen la absorcién de agua por las superficies mucosas. Este efecto aumenta el volumen de los
liquidos protectores sobre las superficies mucosas, reequilibra el sistema, y por lo tanto trata la enfermedad.

La presente invencion también proporciona un compuesto representado por la formula (I) para usar como un
medicamento.

Otro aspecto de la presente invencion, es el uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la
férmula (1), en la fabricacion de un medicamento para tratar una o mas afecciones seleccionadas del grupo que
consiste en bronquitis cronica, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, enfermedad de Sjogren,
sindrome de obstruccion intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca (xerostomia), deshidratacion nasal,
neumonia inducida por respirador, asma, disquinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, enfisema, neumonia, estreflimiento, diverticulitis crénica y rinosinusitis.

La presente descripcion también describe procedimientos de tratamiento que aprovechan las propiedades de los
compuestos de formula (1) discutidas antes. Por lo tanto, los sujetos que se pueden tratar con los compuestos de la
presente invencion incluyen, pacientes aquejados de fibrosis quistica, disquinesia ciliar primaria, bronquitis crénica,
enfermedad obstructiva crénica de las vias respiratorias, pacientes con ventilacion artificial, pacientes con neumonia
aguda. Los presentes compuestos se pueden usar para obtener una muestra de esputo de un paciente
administrando los compuestos activos a al menos un pulmoén del paciente, y después induciendo o recogiendo una
muestra de esputo de ese paciente. Tipicamente, los compuestos se administraran en las superficies mucosas
respiratorias mediante aerosol (liquido o polvos secos) o lavado.

Los sujetos que se pueden tratar por el procedimiento descrito en la presente descripcion también incluyen
pacientes a los que se les administra oxigeno complementario por via nasal (un régimen que tiende a secar las
superficies de las vias respiratorias); pacientes aquejados con una enfermedad o respuesta alérgica (por ejemplo,
una respuesta alérgica al polen, polvo, pelo de animal o particulas, insectos o particulas de insectos, etc.) que afecta
a las superficies de las vias respiratorias nasales; pacientes aquejados de una infeccién bacteriana, por ejemplo
infecciones por estafilococos tales como infecciones por Staphylococcus aureus, infecciones por Hemophilus
influenza, infecciones por Streptococcus pneumoniae, infecciones por Pseudomonas aeuriginosa, etc., de las
superficies de las vias respiratorias nasales; pacientes aquejados de una enfermedad inflamatoria que afecta a las
superficies de las vias respiratorias nasales; o pacientes aquejados de sinusitis (en la que el agente o agentes
activos se administran para promover el drenaje de las secreciones de moco congestionado en los senos
administrando una cantidad eficaz para promover el drenaje del fluido congestionado en los senos), o combinado,
con rinosinusitis. La invencion se puede administrar en las superficies rinosinusales por suministro topico, incluyendo
aerosoles y gotas.

La presente invencion se puede usar para hidratar superficies mucosas distintas de las superficies de las vias
respiratorias. Dichas otras superficies mucosas incluyen superficies gastrointestinales, superficies orales, superficies
genito-uretrales (vaginales), superficies oculares o superficies del ojo, el oido interno y el oido medio. Por ejemplo,
los compuestos activos de la presente invencién se pueden administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo
por via local/t6pica, oral o rectal, en una cantidad eficaz.
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La presente invencién también se refiere al uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula
(I) en la fabricacion de un medicamento para tratar una o mas afecciones seleccionadas del grupo que consiste en
bronquitis crénica, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, enfermedad de Sjogren, sindrome de
obstruccion intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca (xerostomia), deshidratacién nasal, neumonia inducida
por respirador, asma, disquinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema,
neumonia, estrefiimiento, diverticulitis crénica y rinosinusitis; en la que dicho tratamiento comprende administrar una
cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula (I) a un sujeto que lo necesite.

La presente invencion se refiere principalmente al tratamiento de sujetos humanos, pero también se puede usar para
el tratamiento de otros sujetos mamiferos, tales como perros y gatos, con fines veterinarios.

Como se ha discutido antes, los compuestos usados para preparar las composiciones de la presente invencion
pueden estar en forma de una base libre farmacéuticamente aceptable. Debido a que la base libre del compuesto en
general es menos soluble en disoluciones acuosas que la sal, las composiciones de la base libre se usan para
proporcionar liberacion mas sostenida del agente activo en los pulmones. Un agente activo presente en los
pulmones en forma de particulas que todavia no se han disuelto en la disolucién sirve como un depdsito de farmaco
gue se vuelve gradualmente biodisponible cuando se disuelve lentamente en la disolucion.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicién farmacéutica, que comprende un compuesto de formula
() en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (p. ej., una disolucién acuosa de vehiculo). En general, el
compuesto de férmula (I) esta incluido en la composicién en una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcion de agua
por las superficies mucosas.

Los compuestos de la presente invencion también se pueden usar junto con un agonista del receptor P2Y2 o un sal
del mismo farmacéuticamente aceptable (denominado también a veces un “agente activo” en el presente
documento). La composicién puede comprender ademas un agonista del receptor P2Y2 o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable (denominado también a veces un “agente activo” en el presente documento). El
agonista del receptor P2Y2 tipicamente se incluye en una cantidad eficaz para estimular la secrecién de cloruro y
agua por las superficies de las vias respiratorias, en particular las superficies de las vias respiratorias nasales. Los
agonistas del receptor P2Y2 adecuados se describen en las columnas 9-10 de los documentos U.S. 6.264.975, U.S.
5.656.256, y U.S. 5.292.498.

Los broncodilatadores también se pueden usar en combinacién con compuestos de la presente invencion. Estos
broncodilatadores incluyen, pero sin limitar, agentes anticolinérgicos incluyendo, pero sin limitar, bromuro de
ipratropio, asi como compuestos tales como teofilina y aminofilina. Estos compuestos se pueden administrar de
acuerdo con técnicas bien conocidas, sea antes 0 simultaneamente con los compuestos activos descritos en el
presente documento.

También se pueden usar osmolitos i6nicos y organicos en combinacion con compuestos de la presente invencion.
Los osmolitos iénicos utiles incluyen cualquier sal que consista en un anion farmacéuticamente aceptable y un catién
farmacéutico. Los osmolitos organicos incluyen, pero sin limitar, azlcares, alcoholes de azlcares y osmolitos
organicos. Los ejemplos detallados de osmolitos idnicos y no iénicos se dan en la patente de EE.UU. 6.926.911. Un
osmolitos i6nico particularmente atil es el cloruro sddico hiperténico o nitrito sddico. Un osmolito organico
particularmente (til es el azicar reducido manitol.

Otro aspecto de la presente invencién es una formulacion farmacéutica, que comprende un compuesto activo como
se ha descrito antes en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una disolucion acuosa de vehiculo).
En general, el compuesto activo se incluye en la composicién en una cantidad eficaz para tratar las superficies
mucosas, tal como inhibiendo la reabsorcion de agua por las superficies mucosas, incluyendo las vias respiratorias y
otras superficies.

Los compuestos activos descritos en el presente documento se pueden administrar en las superficies mucosas por
cualquier medio adecuado, incluyendo por via topica, oral, rectal, vaginal, ocular y dérmica, etc. Por ejemplo, para el
tratamiento del estrefiimiento, los compuestos activos se pueden administrar por via oral o rectal a la superficie
mucosa gastrointestinal. El compuesto activo se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en
cualquier forma adecuada, tal como una disolucion fisioldgica estéril o salina diluida o topica, en forma de gotas,
comprimido o similar, para la administracion oral, en forma de un supositorio para la administracion rectal o genito-
uretral, etc. Se pueden incluir excipientes en la formulacion para potenciar la solubilidad de los compuestos activos,
segun se desee.
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Los compuestos activos descritos en el presente documento se pueden administrar en las superficies de las vias
respiratorias de un paciente por cualquier medio adecuado, incluyendo como pulverizacion, niebla o gotas de los
compuestos activos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como disoluciones fisioldgicas o salinas diluidas
0 agua destilada. Por ejemplo, los compuestos activos se pueden preparar como formulaciones y administrarlos
como se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.789.391 de Jacobus.

Los agentes activos en particulas sélidos o liquidos preparados para la practica de la presente invencién, como se
ha indicado antes, pueden incluir particulas de un tamafio respirable o no respirable; es decir, para particulas
respirables, particulas de un tamafio suficientemente pequefio para pasar a través de la boca y la laringe tras la
inhalacién y a los bronquios y alveolos de los pulmones, y para particulas no respirables, particulas suficientemente
grandes para ser retenidas en las vias respiratorias nasales en lugar de pasar a través de la laringe y a los
bronquios y alveolos de los pulmones. En general, las particulas en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 um de
tamafio (mas en particular, menores de aproximadamente 4,7 um de tamafio) son respirables. Las particulas de
tamafio no respirable son mayores de aproximadamente 5 um de tamafio, hasta el tamafio de gotas visibles. Por lo
tanto, para la administracion nasal se puede usar un tamafio de particulas en el intervalo de 10-500 um para
asegurar la retencion en la cavidad nasal.

En la fabricacién de una formulaciéon de acuerdo con la invencion, los agentes activos o las sales fisiolégicamente
aceptables o las bases libres de los mismos se mezclan tipicamente con, entre otros, un vehiculo aceptable. Por
supuesto, el vehiculo debe ser compatible con cualesquiera otros ingredientes en la formulaciéon y no debe ser
perjudicial para el paciente. El vehiculo puede ser sélido o liquido, o ambos, y preferiblemente se formula con el
compuesto como una formulacién de dosis unitaria, por ejemplo, una capsula, que puede contener de 0,5% a 99%
en peso del compuesto activo. Se pueden incorporar uno 0 mas compuestos activos en las formulaciones de la
invencion, cuyas formulaciones se pueden preparar por cualquiera de las técnicas de farmacia bien conocidas, que
consisten esencialmente en la mezcla de los componentes.

Las composiciones que contienen particulas secas respirables o no respirables del agente activo micronizado, se
pueden preparar triturando el agente activo seco con un mortero y una mano de mortero, y después pasando la
composicién micronizada a través de un tamiz de malla 400 para romper o separar los aglomerados grandes.

La composicion del agente activo en particulas puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar
la formulacién de un aerosol. Un dispersante adecuado es la lactosa, que se puede mezclar con el agente activo en
cualquier relacion adecuada (p. €j., una relacién 1 a 1 en peso).

Los compuestos activos descritos en el presente documento, se pueden administrar en las superficies de las vias
respiratorias incluyendo las fosas nasales, senos nasales y pulmones de un sujeto mediante un medio adecuado
conocido en la técnica, tal como gotas nasales, nieblas, etc. En otra realizacion de la invencion, los compuestos
activos de la presente invencion se administran por lavado transbroncoscépico. En una realizacion preferida de la
invencion, los compuestos activos de la presente invencion se depositan sobre las superficies de las vias
respiratorias pulmonares administrando una suspension en aerosol de particulas respirables que comprenden el
compuesto activo, que el sujeto inhala. Las particulas respirables pueden ser liquidas o soélidas. Se conocen
numerosos inhaladores para administrar particulas en aerosol en los pulmones de un sujeto.

Se pueden usar inhaladores tales como los desarrollados por Nolctar Therapeutic Systems, Palo Alto, California,
EE.UU., incluyendo, pero sin limitar, los descritos en la patente de EE.UU. n°. 5.740.794; 5.654.007; 5.458.135;
5.775.320; y 5.785.049. El solicitante pretende que especificamente las descripciones de todas las referencias de
patentes citadas en el presente documento se incorporen por referencia en el presente documento en su totalidad.
También se pueden usar inhaladores tales como los desarrollados por Dura Pharmaceuticals, Inc., San Diego,
California, EE.UU., incluyendo los descritos en las patentes de EE.UU. n° 5.622.166; 5.577.497; 5.645.051; y
5.492.112. Ademas, se pueden usar inhaladores tales como los desarrollados por Aradigm Corp., Hayward,
California, EE.UU., incluyendo los descritos en las patentes de EE.UU. n°® 5.826.570; 5.813.397; 5.819.726; y
5.655.516. Estos aparatos son particularmente adecuados como inhaladores de particulas secas.

Los aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo, se pueden producir por cualquier medio
adecuado, tal como con un nebulizador de aerosol activado por presiéon o un nebulizador ultrasénico. Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n® 4.501.729. Los nebulizadores son dispositivos disponibles comercialmente que
transforman disoluciones o suspensiones del principio activo en una niebla de aerosol terapéutica mediante la
aceleracion de gas comprimido, tipicamente aire u oxigeno, a través de un orificio venturi estrecho, o mediante
agitacion con ultrasonidos. Las formulaciones adecuadas para usar en nebulizadores consisten en el principio activo
en un vehiculo liquido, comprendiendo el principio activo hasta 40% en p/p de la formulacién, pero preferiblemente

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392999 T3

menos de 20% en p/p. El vehiculo tipicamente es agua (y lo mas preferiblemente agua estéril exenta de pirégenos)
o disolucion alcohdlica acuosa diluida. También se pueden usar vehiculos de perfluorocarbono. Los aditivos
opcionales incluyen conservantes si la formulacion no se hace estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo,
antioxidantes, agentes de sabor, aceites volatiles, agentes de tamponamiento y tensioactivos.

Los aerosoles de particulas sélidas que comprenden el compuesto activo también se pueden producir con cualquier
generador de aerosol del medicamento en particulas sélidas. Los generadores de aerosoles para administrar
medicamentos en particulas solidas a un sujeto producen particulas que son respirables, como se ha explicado
antes, y generan un volumen de aerosol que contiene una dosis medida predeterminada de medicamento, a una
velocidad adecuada para la administracion humana. Un tipo ilustrativo de generador de aerosol de particulas sélidas
es un insuflador. Las formulaciones adecuadas para la administracion por insuflacion incluyen polvos finamente
molidos que se pueden suministrar mediante un insuflador o tomar en la cavidad nasal en forma de una aspiracion.
En el insuflador, el polvo (p. €j., una dosis medida del mismo eficaz para realizar los tratamientos descritos en el
presente documento) esta contenido en capsulas o cartuchos, tipicamente hechos de gelatina o plastico, que se
perforan o abren in situ y el polvo es suministrado por el aire extraido a través del dispositivo tras la inhalacion, o
mediante una bomba activada de forma manual. El polvo usado en el insuflador consiste solamente en el principio
activo o en mezcla de polvos que comprende un principio activo, un diluyente en polvo adecuado, tal como lactosa, y
un tensioactivo opcional. El principio activo tipicamente comprende de 0,1 a 100% en p/p de la formulacién. Un
segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo comprende un inhalador dosificador. Los inhaladores dosificadores
son dispensadores de aerosol presurizados, que contienen tipicamente una formulacién en suspension o disolucion
del principio activo en un propulsor licuado. Durante el uso, estos dispositivos descargan la formulacion a través de
una valvula adaptada para suministrar un volumen medido, tipicamente de 10 a 150 pl, para producir un pulverizador
de particulas finas que contiene el principio activo. Los propulsores adecuados incluyen algunos compuestos
clorofluorocarbonos, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano y mezclas de
los mismos. La formulaciéon puede contener ademas uno o méas codisolventes, por ejemplo, etanol, tensioactivos,
tales como &cido oleico o trioleato de sorbitan, antioxidantes y agentes de sabor adecuados.

El aerosol, esté formado por particulas sélidas o liquidas, se puede producir por el generador de aerosol a una
velocidad de aproximadamente 10 a 150 litros por minuto, mas preferiblemente de 30 a 150 litros por minuto, y lo
més preferiblemente aproximadamente 60 litros por minuto. Los aerosoles que contienen cantidades mayores de
medicamento se pueden administrar mas rapidamente.

La dosificacion de los compuestos activos descritos en el presente documento variara dependiendo de la afeccion
gue se va a tratar y del estado del sujeto, pero en general puede ser de aproximadamente 0,01, 0,03, 0,05, 0,1 a 1,
5, 10 6 20 mg del agente farmacéutico, depositado sobre las superficies de las vias respiratorias. La dosis diaria se
puede dividir entre una o multiples administraciones de dosis unitarias. El objetivo es alcanzar una concentracion de
los agentes farmacéuticos en las superficies de las vias respiratorias pulmonares de entre 10°- 10" M.

En otra realizacion, se administran por administracién de una suspensién en aerosol de particulas respirables o no
respirables (preferiblemente particulas no respirables) que comprende el compuesto activo, que el sujeto inhala a
través de la nariz. Las particulas respirables o no respirables pueden ser liquidas o sdlidas. La cantidad de agente
activo incluido puede ser una cantidad suficiente para alcanzar concentramones deI agente activo disuelto en Ias
superﬁmes de las vias respiratorias del sujeto, de aproxmadamente 10° 10% 6107 a aproxmadamente 10°, 10
10" moles/litro, y mas preferiblemente de aproximadamente 10%a aprOX|madamente 10 molesl/litro.

La dosificaciéon del compuesto activo variard dependiendo de la afecciéon que se va a tratar y del estado del paciente,
pero en general puede ser una cantidad suficiente para alcanzar concentraciones deI compuesto activo disuelto en
las superﬂmes de las vias respiratorias nasales del sujeto, de aprOX|madamente 10° 10% 610" a aproxmadamente
10°, 102, 10" molesllitro, y mas preferiblemente de aproximadamente 107 a aproxmadamente 10 molesflitro.
Dependlendo de la solubilidad de la formulacion particular del compuesto activo administrado, la dosis diaria se
puede dividir entre una o varias administraciones de dosis unitarias. La dosis diaria en peso puede estar en el
intervalo de aproximadamente 0,01, 0,03, 0,1, 0,5 6 1,0 a 10 6 20 miligramos de particulas de agente activo para un
sujeto humano, dependiendo de la edad y el estado del sujeto. Una dosis unitaria preferida actualmente es
aproximadamente 0,5 miligramos de agente activo dado en un régimen de 2-10 administraciones al dia. La
dosificacion se puede proporcionar en forma de una unidad previamente empaquetada por cualquier medio
adecuado (p. €j., encapsulado en una capsula de gelatina).

En otra realizacion de la invencion, la composicion del agente activo en particulas puede contener tanto una base
libre del agente activo como una sal farmacéuticamente aceptable para proporcionar tanto liberacion inmediata como
liberacion sostenida del agente activo, para la disolucion en las secreciones de moco de la nariz. Dicha composicion
sirve para proporcionar tanto el alivio inmediato al paciente, como el alivio sostenido a lo largo del tiempo. Se espera
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que el alivio sostenido, disminuyendo el nimero de administraciones diarias necesarias, aumente el cumplimiento
del paciente con el curso del tratamiento con el agente activo.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion en las vias respiratorias incluyen formulaciones
de disoluciones, emulsiones, suspensiones y extractos. Véase, en general, J. Nairn, Solutions, Emulsions,
Suspensions and Extracts, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, capitulo 86 (192 ed. 1995). Las
formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion nasal se pueden preparar como se describe en las
patentes de EE.UU. n° 4.389.393 de Schor; 5.707.644 de lllum; 4.294.829 de Suzuki; y 4.835.142 de Suzuki.

Las nieblas o aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo se pueden producir por
cualquier medio adecuado, tal como mediante una simple pulverizaciéon nasal con el agente activo en un vehiculo
acuoso farmacéuticamente aceptable, tal como una disolucion salina estéril 0 agua estéril. La administracion puede
ser con un nebulizador de aerosol activado por presién o un nebulizador ultrasénico. Véase, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n°® 4.501.729 y 5.656.256. Las formulaciones adecuadas para usar en unas gotas nasales o
botella de pulverizacion o en nebulizadores consisten en el principio activo en un vehiculo liquido, el principio activo
gue comprende hasta 40% en p/p de la formulacion, pero preferiblemente menos de 20% en p/p. Tipicamente, el
vehiculo es agua (y lo mas preferiblemente agua estéril exenta de pir6genos) o disolucién alcohdlica acuosa diluida,
preferiblemente hecha en una disolucién de cloruro sédico del 0,12% al 0,8%. Los aditivos opcionales incluyen
conservantes si la formulacién no se ha hecho estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, agentes
de sabor, aceites volatiles, agentes de tamponamiento, agentes osméticamente activos (p. €j., manitol, xilitol, eritritol)
y tensioactivos.

Las composiciones que contienen particulas secas respirables o no respirables de agente activo micronizado se
pueden preparar moliendo el agente activo seco con un mortero y una mano de mortero y después pasando la
composicién micronizada a través de un tamiz de malla 400 para romper o separar los aglomerados grandes.

La composicién en particulas puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formacion de
un aerosol. Un dispersante adecuado es la lactosa, que se puede mezclar con el agente activo en cualquier relacion
adecuada (p. €j., una relacion de 1 a 1 en peso).

Los compuestos de formula (I) se pueden sintetizar de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. En el
siguiente esquema se muestra un procedimiento sintético representativo:

I?H{R'
N N=C—S~CH;,
] P + HNRR—= 0
Y N NHR?

X N

Estos procedimientos se describen, por ejemplo, en E.J. Cragoe, "The Synthesis of Amiloride and Its Analogs"
(Capitulo 3), en Amiloride and Its Analogs, pag. 25-36, incorporado en el presente documento por referencia. Se
describen otros procedimientos de preparacion de los compuestos, por ejemplo en el documento U.S. 3.313.813.
Véase en particular los procedimientos A, B, C, y D descritos en el documento U.S. 3.313.813. Otros procedimientos
Utiles para preparar estos compuestos, en especial para preparar el fragmento HNR®R* nuevo, se describen, por
ejemplo, en la patente de EE.UU. 6.858.614, patente de EE.UU. 6.858.615, y patente de EE.UU. 6.903.105. Los
esquemas 1 a 9 son representativos, pero no limitan los procedimientos usados para preparar los bloqueadores de
canales de sodio/agonistas beta adrenérgicos descritos en el presente documento.
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Esquema 2. Sintesis del compuesto 14
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Esquema 3. Sintesis del compuesto 19
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Esquema 4. Sintesis del compuesto 30
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Esquema 5. Sintesis del compuesto 40
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Esquema 6. Sintesis del compuesto 42
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Esquema 7. Sintesis del compuesto 55
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Esquema 8. Sintesis del compuesto 63
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Esquema 9. Sintesis del compuesto
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Esquema 11. Sintesis del compuesto 143
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Esquema 12a. Sintesis del compuesto 174a
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Esquema 12b. Sintesis de ALB 147b
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Esquema 13. Sintesis del compuesto 160
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Esquema 14. Sintesis de ALB 175
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Se pueden usar varios ensayos para caracterizar los compuestos de la presente invencion. A continuacién se
describen ensayos representativos.

1. Medicion in vitro de la actividad de blogueo de canales de sodio epiteliales y de agonista beta

Para evaluar la potencia de la actividad de bloqueo de los canales de sodio epiteliales y de agonista beta, se ensay6
cada compuesto de ensayo usando dos procedimientos experimentales separados con metodologia similar.

La evaluacion de la potencia de bloqueo de los canales de sodio epiteliales de los compuestos de la presente
invencion, implica la determinacion de la inhibicion luminal por el farmaco de las corrientes de sodio epiteliales de las
vias respiratorias, medida en corriente de corto circuito (lsc), usando monocapas epiteliales de las vias respiratorias
montadas en cadmaras Ussing. Las células obtenidas de vias respiratorias humanas o de perro recién extirpadas se
siembran en soportes permeables Transwell® porosos de 0,4 um (Combing Inc. Acton, MA), se cultivan en
condiciones de interfase aire-liquido (ALI) en medio definido con hormonas, y se ensaya la actividad de transporte
de sodio (Isc) mientras estan en un bafio de Krebs-Ringer bicarbonato (KBR) usando cdmaras Ussing. Todas las
adiciones de farmaco de ensayo son en el bafio luminal con adiciones de dosis aproximadamente semilogaritmicas
(de 1 x 10" Ma6x10° M), y se registra el cambio acumulativo Isc (disminucion). Todos los farmacos se preparan
en dimetilsulféxido como disoluciones madre con una concentracion de aproximadamente 1 x 107 y se almacenan a
-20°C. Tipicamente se experimentan 6 preparaciones en paralelo; una preparacién por experimento incorpora 552-
02 como control positivo. Antes del inicio de la relacion de concentracién-efecto del propranolol, se aplicé un
bloqueador agonista beta no selectivo al bafio luminal (10 uM) para inhibir el componente agonista beta del ligando
de multiples dianas (DML). Todos los datos de pinzamiento de voltaje se recogen mediante una interfase de
ordenador y se analizan fuera de linea.

Se consideran y se analizan las relaciones de concentracion-efecto para todos los compuestos usando el software
GraphPad Prism version 3.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, EE.UU. Los valores de
Clsp, concentraciones eficaces maximas, se calculan y comparan con la potencia de 552-02 como un control
positivo.

La evaluacion de la actividad agonista beta de los compuestos de la presente invencion, implica la determinacion de
la adicién luminal de farmaco para promover corrientes de aniones epiteliales de las vias respiratorias medidas en
corriente de corto circuito (Isc) usando monocapas epiteliales de las vias respiratorias montadas en camaras Ussing.
Las células obtenidas de vias respiratorias humanas, de perro o de oveja recién extirpadas se siembran en soportes
permeables Transwell® porosos de 0,4 um (Coming), se cultivan en condiciones de interfase aire-liquido (ALI) en
medio definido con hormonas, y se ensaya la secrecién de aniones (Isc) mientras estan en un bafio de Krebs-Ringer
bicarbonato (KBR) usando camaras Ussing. Todas las adiciones de farmaco de ensago son en el bafio luminal con
adiciones de dosis aproximadamente semilogaritmicas (de 8 x 10" M a 6,5 x 107 M), y se registra el cambio
acumulativo en Isc (excitacion). Todos los farmacos se preparan en dimetilsulféxido como disoluciones madre con
una concentracion de aproximadamente 1 x 107 a1x10%M y se almacenan a -20°C. Tipicamente se experimentan
6 preparaciones en paralelo; una preparacion por experimento incorpora formoterol, salmeterol u otros agonistas
beta bien reconocidos como control positivo, dependiendo del analogo incorporado en el compuesto que se esta
ensayando. Antes del inicio de la relacion de concentracion-efecto, se aplicd 552-02, un potente bloqueador de
canales de sodio, en la superficie apical (1 uM) para eliminar los cambios en Isc producidos por la absorciéon de
sodio. Todos los datos de pinzamiento de voltaje se recogen mediante una interfase de ordenador y se analizan
fuera de linea.

Se consideran y se analizan las relaciones de concentracion-efecto para todos los compuestos usando el software
GraphPad Prism versién 3.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, EE.UU. Los valores de
CEsp, concentraciones eficaces maximas, se calculan y comparan con el formoterol o salbutamol como control
positivo.

2. Ensayo in vitro de la absorciéon de compuesto y biotransformacién por los epitelios de las vias respiratorias

Las células epiteliales de las vias respiratorias tienen la capacidad de metabolizar farmacos durante el proceso de
absorcion transepitelial. Ademas, aunque menos probable, es posible que los farmacos puedan ser metabolizados
sobre las superficies epiteliales de las vias respiratorias por actividades ectoenzimaticas especificas. Quizas mas
probable que un suceso de ectosuperficie, los compuestos pueden ser metabolizados por las secreciones infectadas
gue ocupan los limenes de las vias respiratorias de los pacientes con enfermedad pulmonar, p. €j., fibrosis quistica.
Por lo tanto, se realizan una serie de ensayos para caracterizar cualquier biotransformacion de compuesto
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(metabolismo o conjugacién) que sea resultado de la interaccion de los compuestos de ensayo con epitelios de las
vias respiratorias humanas y/o productos luminales epiteliales de las vias respiratorias humanas.

En la primera serie de ensayos, la interaccién de los compuestos de ensayo en KBR como estimulante del “LSVR”
se aplica a las superficies apicales de células epiteliales de las vias respiratorias humanas cultivadas en soportes
permeables Transwell® (Corning), sistema inerte. Para la mayoria de los compuestos, se ensaya el metabolismo o
conjugacion (generacion de nuevas especies) usando cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) para
resolver las especies quimicas y las propiedades de fluorescencia endégenas de estos compuestos para estimar las
cantidades relativas del compuesto de ensayo y los metabolitos nuevos. Para un ensayo tipico, se pone una
disolucidon de ensayo (1 ml de KBR, que contiene compuesto de ensayo 100 uM) en la superficie luminal epitelial. Se
obtienen muestras secuenciales de 5 a 600 pl de los compartimentos luminal y seroso respectivamente para el
andlisis de HPLC de (1) la masa de compuesto de ensayo que permea del bafio luminal al seroso y (2) la formacion
potencial de metabolitos a partir del compuesto original. A partir de los datos de HPLC, se cuantifica la velocidad y/o
formacion de los nuevos compuestos metabolitos en la superficie luminal y la aparicion del compuesto de ensayo y/o
metabolito nuevo en la disoluciéon basolateral, basdndose en patrones internos. Los datos relacionados con la
movilidad cromatogréafica de los nuevos metabolitos potenciales con referencia al compuesto original, también se
cuantifican.

Para analizar el potencial metabolismo de los compuestos de ensayo mediante esputo de FQ, se ha recogido una
mezcla “representativa” de esputos de FQ expectorados obtenidos de 10 pacientes de FQ (con aprobacion de IRB).
El esputo se ha solubilizado en una mezcla 1:5 de disolucion KBR con mezcla vortical vigorosa, después de lo cual
la mezcla se divide en una parte alicuota de esputo “solo” y una parte alicuota sometida a ultracentrifugacion, de
modo que se obtiene una parte alicuota de “liquido sobrenadante” (solo = celular; liquido sobrenadante = fase
liquida). Los estudios tipicos del metabolismo de compuestos por esputo de FQ implican la adicion de masas
conocidas del compuesto de ensayo al esputo de FQ “solo” y a las partes alicuotas de “liquido sobrenadante” del
esputo de FQ incubados a 37°C, seguido de la toma de muestra secuencial de partes alicuotas de cada tipo de
esputo para la caracterizacion de la estabilidad/metabolismo del compuesto por andlisis de HPLC como se ha
descrito antes. Como antes, se lleva a cabo entonces el analisis de la desaparicion de compuesto, velocidades de
formacion de metabolitos y movilidades de HPLC de metabolitos nuevos.

EJEMPLOS

Habiendo descrito de forma general esta invencién, se puede obtener una mayor comprension por referencia a
determinados ejemplos especificos que se proporcionan en el presente documento con fines de ilustracién.

Preparacién de bloqueadores de canales de sodio con actividad de agonista beta

Materiales y procedimientos. Todos los reactivos y disolventes se adquirieron en Aldrich Chemical Corp. y se usaron
sin méas purificacién. Los espectros de RMN se obtuvieron en un aparato Bruker WM 360 (RMN de 'H a 360 MHz y
RMN de *C a 90 MHz) o un aparato Bruker AC 300 (RMN de 'H a 300 MHz y RMN de *C a 75 MHz). La
cromatografia ultrarrdpida se llevd a cabo en un sistema Flash Elute3 de Elution Solution (PO Box 5147,
Charlottesville, Virginia 22905) cargado con un cartucho de silice de 90 g (40M FSO-0110-040155, 32-63 um) a
1,4 kg/cm? (N2). El andlisis por GC se llevé a cabo en Shimadzu GC-17 equipado con una columna capilar Heliflex
(Alltech); Fase: AT-1, Longitud: 10 metros, DI: 0,53 mm, Pelicula: 0,25 micrémetros. Parametros de GC: Inyector a
320°C, Detector a 320°C, flujo de gas de FID: H; a 40 ml/min., Aire a 400 ml/min. Gas vehiculo: Relacién de divisién
16:1, flujo de N2 a 15 ml/min., velocidad de N, a 18 cm/s. El programa de temperatura es 70°C durante 0-3 min, 70-
300°C de 3-10 min, 300°C de 10-15 min.

El andlisis por HPLC se llevé a cabo en un aparato Gilson 322 Pump, detector UV/Vis-156 a 360 nm, equipado con
una columna de Microsorb MV C8, 100 A, 25 cm. Fase mavil: A = acetonitrilo con TFA al 0,1%, B = agua con TFA al
0,1%. Programa del gradiente: B:A 95:5 durante 1 min, después hasta B:A 20:80 a lo largo de 7 min, después hasta
A 100% a lo largo de 1 min, seguido de lavado con A 100% durante 11 min, caudal: 1 ml/min.
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Ejemplo 1

Sintesis de N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}fenil)butilamino]-1-(R)-
hidroxietil}-2-hidroxifenil)formamida (12) (Esquema 1)

OH
H

H
QHC-N N
IR SO ¢
HO NN N -Cl
H H | _

O

12

1-(4-Benciloxi-3-nitrofenil)etanona (2)

Una mezcla de 1-(4-hidroxi-3-nitrofenil)etanona (5,92 g, 32,70 mmol), yoduro sédico (4,90 g, 32,70 mmol), carbonato
potasico (13,55 g, 98,00 mmol), y bromuro de bencilo (5,04 ml, 42,50 mmol) en acetona (120 ml) se agit6 a reflujo
durante 66 h. Después de separar el disolvente por evaporacion en rotavapor, el residuo resultante se diluy6 con
diclorometano y los productos inorganicos insolubles se separaron por filtracion. El filtrado se concentré a vacio y el
residuo resultante se purificd por cromatografia ultrarrapida en columna de gel de silice eluyendo con diclorometano
para dar el éter bencilico 2 en forma de un sélido blanco (8,24 g, 93%): RMN *H (500 MHz, CDCls) & 2,60 (s, 3H),
5,32 (s, 2H), 7,18 (d, 1H), 7,41 (m, 5H), 8,12 (dd, 1H), 8,44 (d, 1H).

1-(4-Benciloxi-3-nitrofenil)-2-bromoetanona (3)

Se afiadié tribromuro de feniltrimetilamonio (1,46 g, 3,90 mmol) a una disolucién de 1-(4-benciloxi-3-
nitrofenil)etanona (2) (1,04 g, 3,82 mmol) en THF anhidro (15 ml) en tres porciones. La mezcla de reaccion se agité a
t.a. durante 12 h. Después se afiadieron una disoluciéon acuosa de bicarbonato sédico (5%, 10 ml) y una disolucién
acuosa de tiosulfato sédico (10%, 5 ml). La mezcla se extrajo con diclorometano, y los extractos organicos
combinados se concentraron por evaporacion en rotavapor. El residuo resultante se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice Biotage eluyendo con diclorometano para dar la bromocetona 3 en forma de un soélido
blanco (1,08 g, 81% de rendimiento): RMN H (500 MHz, CDClIs) & 4,49 (s, 3H), 5,35 (s, 2H), 7,21 (d, 1H), 7,40 (m,
5H), 8,15 (dd, 1H), 8,49 (d, 1H).

1-(4-Benciloxi-3-nitrofenil)-2-bromo-1-(R)-etanol (4)

Se afiadié una disolucion de BH3-THF en THF (1 M, 3,70 ml, 3,70 mmol) a una disolucién de 1-(4-benciloxi-3-
nitrofenil)-2-bromoetanona (3) (1,08 g, 3,08 mmol) y R-metil-CBS-oxazoborolidina (1 M en tolueno, 0,61 ml, 0,61
mmol) en THF anhidro (15 ml). La mezcla de reaccion resultante se agitdé a t.a. durante 16 h. Se afadié lentamente
metanol (5 ml) para inactivar la reaccién. Después de separar el disolvente por evaporacion en rotavapor, el residuo
resultante se purificd por cromatografia en columna de gel de silice Biotage eluyendo con diclorometano para dar el
bromo-alcohol 4 deseado en forma de un aceite amarillo viscoso (0,72 g, 66%): RMN H (500 MHz, CDCls) 6 2,82 (d,
1H), 3,48 (dd, 1H), 3,59 (dd, 1H), 4,89 (m, 1H), 5,21 (s, 2H), 7,11 (d, 1H), 7,39 (m, 5H), 7,50 (dd, 1H), 7,87 (d, 1H).

N-[2-Benciloxi-5-(2-bromo-1-(R)-hidroxietil)fenil]formamida (5).

Se carg6 un hidrogenador Parr con PtO, y 1-(4-benciloxi-3-nitro-fenil)-2-bromo-1-(R)-etanol (4) (0,72 g, 2,04 mmol)
disuelto en una mezcla de disolventes de THF (8 ml) y tolueno (8 ml). La mezcla se hidrogen6 a 3,85 kg/cm2 ata.
durante 16 h. Después se afiadid una mezcla de acido férmico (0,13 ml, 3,45 mmol) y anhidrido acético (0,22 ml,
2,33 mmol) y se continué agitando a t.a. durante 66 h. El catalizador se filtré a través de una almohadilla de Celite y
el filtrado se concentrd por evaporacion en rotavapor. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna
de gel de silice Biotage eluyendo con acetato de etilo/diclorometano (gradiente de 0% a 10%) para dar la formamida
5 deseada en forma de un soélido blanco (0,45 g, 63%): RMN H (300 MHz, CDCl3) & 2,95 (s, 1H), 3,52 (m, 1H), 3,60
(m, 1H), 4,85 (m, 1H), 5,08 (s, 2H), 6,96 (d, 1H), 7,13 (dd, 1H), 7,39 (m, 5H), 7,88 (ancho, 1H), 8,37 (dd, 1H).
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N-(2-Benciloxi-5-(R)-oxiranilfenil)formamida (6)

Se afiadi6 carbonato potasico (0,19 g, 1,37 mmol) a una disolucion de N-[2-benciloxi-S-(2-bromo-1-(R)-
hidroxietil)fenillformamida (5) (0,37 g, 1,05 mmol) disuelta en una mezcla de disolventes de THF (3 ml) y metanol (5
ml). La mezcla de reaccién se agité a t.a. durante 3 h. Después de separar los disolventes por evaporacion en
rotavapor, el residuo se recogié en diclorometano y se filtr6 con succion para separar los productos inorgéanicos. El
filtrado se concentré a vacio y después se coevaporé con tolueno y se seco con alto vacio. El epoxido 6 deseado se
obtuvo en forma de un sélido blanco (0,21 g, 72%) y se us0 directamente para la siguiente etapa sin purificacion:
RMN *H (500 MHz, CDCls) § 2,78 (dd, 1H), 3,07 (dd, 1H), 3,79 (dd, 1H), 5,06 (s, 2H), 6,92 (d, 1H), 7,15 (m, 1H), 7,38
(m, 5H), 7,90 (s, 1H), 8,36 (s, 1H).

Ester bencilico del acido [4-(4-{4-[2-(4-benciloxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietilamino]-
butil}fenil)butillcarbamico (8)

Una mezcla de N-(2-benciloxi-5-(R)-oxiranilfenil)formamida (6) (0,21 g, 0,76 mmol) y éster bencilico del acido {4-[4-
(4-aminobutil)fenil]butil}carbamico (7) (0,40 g, 1,14 mmol. Véase el Esquema 8 para esta sintesis) en iPrOH (6 ml) se
agito a reflujo durante 16 h. Después el disolvente se separd por evaporacion en rotavapor y el residuo resultante se
purificé por cromatografia en columna de gel de silice Biotage eluyendo con metanol/diclorometano (gradiente, de 0
a 7%), y después por TLC preparativa eluyendo con diclorometano/metanol/hidroxido aménico concentrado
(200:10:1, v/v). El aducto 8 deseado se aislé en forma de un sélido (0,14 g, 30%): RMN H (500 MHz, CDCls3) 6 1,50
(m, 2H), 1,62 (m, 6H), 2,55 (m, 4H), 2,76 (m, 3H), 2,94 (dd, 1H), 3,18 (m, 2H), 3,96 (ancho, 2H), 4,82 (m, 2H), 5,06
(m, 4H), 6,92 (d, 1H), 7,05 (m, 4H), 7,13 (dd, 1H), 7,34 (m, 5H), 7,39 (m, 5H), 7,86 (ancho, 1H), 8,34 (dd, 1H); m/z
(ESI) 624 [CagH4sN30s + H]". Ademaés, se obtuvieron dos subproductos. El aducto isémero 9 (78 mg, 16%): RMN 'H
(500 MHz, CDCls3) & 1,58 (m, 8H), 2,52 (m, 8H), 3,19 (m, 2H), 3,53 (dd, 1H), 3,69 (m, 2H), 4,78 (ancho, 1H), 5,08 (m,
4H), 6,95 (d, 1H), 7,05 (m, 5H), 7,32 (m, 5H), 7,40 (m, 5H), 7,82 (ancho, 1H), 8,35 (d, 1H); m/z (ESI) 624
[CasH4sN30s + H]*. Y el bis-aducto 10 (0,17 g, 24%): RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 1,55 (m, 8H), 2,60 (m, 10H), 3,16
(m, 2H), 4,62 (m, 2H), 4,82 (ancho, 1H), 5,05 (m, 6H), 6,90 (m, 2H), 7,08 (m, 6H), 7,35 (m, 15H), 7,80 (m, 2H), 8,31
(m, 2H); m/z (ESI) 893 [CssHsoN4Osg + HJ".

Sal del acido diacético de la  N-[5-(2-{4-[4-(4-aminobutil)fenil]lbutilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-
hidroxifenil]formamida (11)

Una mezcla del éster bencilico del acido [4-(4-{4-[2-(4-benciloxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietil-
amino]butil}fenil)butillcarbamico (8) (84 mg, 0,14 mmol), dihidréxido de paladio (28 mg, Pd(OH), sobre carbon al
10%, 50% humedo), 3 gotas de &cido acético, metanol (5 ml), y diclorometano (5 ml), se agit6 a t.a. durante 16 h a
presion atmosférica de hidrégeno. El catalizador se filtré a través de una almohadilla de Celite y el filtrado se
concentré por evaporacion en rotavapor y después se secé con alto vacio para dar la sal del acido diacético de la
amina 11 deseada en forma de un sélido amarillo (69 mg, 99%): RMN H (500 MHz, CD30D) 6 1,68 (m, 8H), 1,93 (s,
6H), 2,63 (M, 4H), 2,91 (m, 2H), 3,08 (m, 4H), 4,83 (m, 1H), 6,88 (d, 1H), 7,05 (d, 1H), 7,11 (s, 4H), 8,10 (s, 1H), 8,30
(s, 1H); m/z (ESI) 400 [C23H33N303 + H]".

N-(5-{2-[4-(4-{4-(N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidio]-butil}fenil)butilamino]-1-(R)-hidroxietil}-
2-hidroxifenil)formamida (12)

Se afiadio diisopropiletilamina (0,13 ml, 0,72 mmol) a una disolucién de la sal del &cido diacético de la N-[5-(2-{4-[4-
(4-aminobutil)fenillbutilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenillformamida (11) (65 mg, 0,13 mmol) en etanol absoluto
(5 ml). La mezcla se agité a 70°C (bafio de aceite) durante 10 min, después de lo cual se afiadié hidroyoduro de 1-
(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (53 mg, 0,14 mmol) en dos porciones a lo largo de 45 min.
La mezcla de reaccion se agitd esta temperatura durante 3 h y se enfri6 a t.a. El disolvente se separd por
evaporacion en rotavapor. El residuo se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice Biotage (A =
diclorometano, B = hidréxido aménico acuoso concentrado al 10% en metanol, gradiente B/A de 1% a 15%), y se
purific6 mas por HPLC semipreparativa eluyendo con un gradiente de acetonitrilo y agua, que contienen cada uno
hidréxido aménico concentrado al 0,05%, para dar la N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonil)guanidino]butil}fenil)butilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxifenil)formamida (12) en forma de un sélido amarillo
verdoso (35 mg, 46%): RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 1,50 (m, 8H), 2,51 (m, 4H), 3,15 (m, 6H), 4,42 (m, 1H), 5,00
(ancho, 1H), 6,58 (br, 2H), 6,72 (m, 1H), 6,80 (m, 1H), 7,08 (m, 4H), 8,00 (s, 1H), 8,25 (s, 1H); m/z (ESI) 612
[C29H3sCINgO4 +H]"; [a]p> -3,3° (¢ 0,15, MeOH); p.f. 138-140 °C.
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Ejemplo 2

Sintesis de la sal del acido diacético de la N-{4-[4-(4-{bis-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-formilaminofenil)-
etillJamino}butil)fenil]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidina (14) (Esquema 2)

OH
NHCHO

H OH OH
OHC—N :@A/N \/V\Q\/\/\ j\ﬂ-l O
*2H0AC N
HO N N NS
H H |
H;N N NHaA
14

Sal del acido diacético de la {4-[4-(4-{Bis-[2-(4-hidroxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietillamino}-
butil)fenil]butil}amina (13).

Una mezcla de éster bencilico del &cido {4-[4-(4-{bis-[2-(4-benciloxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietil]-
amino}butil)fenil]butil}carbamico (10) (0,17 g, 0,19 mmol), dihidréxido de paladio (50 mg, Pd(OH), sobre carbén al
10%, 50% humedo), 8 gotas de acido acético, metanol (10 ml), y diclorometano (5 ml), se agit6 a t.a. durante 18 h a
presion atmosférica de hidrogeno. El catalizador se filtré a través de una almohadilla de Celite y el filtrado se
concentré por evaporacion en rotavapor y después se secé con alto vacio para dar la sal del acido diacético de la
amina 13 deseada en forma de un sélido blanco (0,10 mg, 98%): m/z (ESI) 579 [C32H42N4O¢ + H]".

Sal del acido diacético de la N-{4-[4-(4-{Bis-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-formilaminofenil)-etillamino}-
butil)fenil]lbutil)-N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidina (14)

Se afiadio6 diisopropiletilamina (0,16 ml, 0,92 mmol) a una disolucién de sal del &cido diacético de la {4-[4-(4-{bis-[2-
(4-hidroxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietil)amino}butil)fenil]butil}-amina (13) (129 mg, 0,19 mmol) en etanol
absoluto (4 ml). La mezcla se agit6 a 70°C (bafio de aceite) durante 10 min, después de lo cual se afiadid
hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (79 mg, 0,20 mmol) en 1 porcién. La
mezcla de reaccion se agito a esta temperatura durante 3 h y se enfrio a t.a. El disolvente se separd por evaporacion
en rotavapor. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice Biotage (A = diclorometano, B =
hidroxido aménico acuoso concentrado al 10% en metanol, gradiente B/A de 1% a 25%) para dar el aducto 14
deseado en forma de un sélido amarillo verdoso (44 mg, 26%): RMN H (500 MHz, DMSO-dg) & 1,50 (m, 8H), 1,98
(s, 6H), 2,58 (m, 4H), 3,20 (m, 8H), 4,45 (m, 2H), 6,60 (ancho, 2H), 6,80 (m, 4H), 7,08 (m, 4H), 8,00 (s, 2H), 8,28 (s,
2H), 9,56 (ancho, 2H); m/z (ESI) 791 [CasH47CIN1007 + H]'; [a]o? -4,0° (c 0,35, MeOH); p.f. 128-130 °C.

Ejemplo 3

Sintesis de N-(5-{2-[2-(4-{4-[N'-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidina]butil}fenoxi)etilamino-]-1-
(R)-hidroxiletil}-2-hidroxifenil)-formamida (19) (Esquema 3)
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19

Ester bencilico del &cido {4-[4-(2-bencilaminoetoxi)fenil]butil}carbamico (16)

Se afadid6 benzaldehido (0,74 ml, 7,31 mmol) a una disolucion del éster bencilico del acido 4-[4-(2-
aminoetoxi)fenil]butilcarbamico (15) (5,00 g (~ 50% pureza por RMN), 7,30 mmol) disuelto en dicloroetano anhidro
(50 ml). La disolucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 7 h. Se afiadid lentamente
triacetoxiborohidruro sodico (4,10 g, 19,35 mmol) y la reduccién se continué durante 60 h. La reaccién se inactivd
con hicarbonato soédico acuoso (50 ml) y después se extrajo con acetato de etilo (3 X 25 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron secuencialmente con agua y salmuera, y se secaron sobre sulfato sédico anhidro. Durante el
secado precipito un soélido blanco que se recogi6 disolviéndolo en diclorometano y después se separ6 por filtracion el
sulfato sédico sdlido. El filtrado se concentrd y se sec6 a vacio para dar el compuesto 16 (1,35 g, 43%) en forma de
un sélido blanco: RMN *H (500 MHz, CDCls) & 1,45-1,62 (m, 4H), 2,54 (t, 2H), 3,07-3,22 (m, 4H), 3,88 (s, 2H), 4,10
(t, 2H), 4,73 (ancho, 1H), 5,09 (s, 2H), 6,79 (d, 2H), 7,04 (d, 2H), 7,28-7,39 (m, 10H); m/z (ESI) 433 [C27H32N-O3 +
HI™.

Ester bencilico del 4cido {4-[4-(2-{bencil-[2-(4-benciloxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietil]lamino}-
etoxi)fenil]butil}carbamico (17)

Se afiadio bencilamina 16 (619 mg, 1,43 mmol) a una suspension del bromoalcohol 5 (500 mg, 1,43 mmol) y K.CO3
(495 mg, 3,58 mmol) en metanol (10 ml) y tetrahidrofurano (5 ml). La suspension se agit6 a temperatura ambiente
durante 15 h, y después se calenté a 55°C durante 75 h. El solido se filtr6 con vacio y el filtrado se concentré a
vacio. El aceite resultante se sometié a cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 5-
50% para dar el producto 17 deseado (508 mg, 51%) en forma de un sélido blanquecino: RMN H (500 MHz, CDCls)
8 1,45-1,62 (m, 4H), 2,54 (t, 2H), 2,65-2,71 (m, 1H), 3,14-3,23 (m, 3H), 3,58-3,74 (m, 1H), 3,88-4,09 (m, 3H), 4,71
(ancho, 2H), 5,04- 5,21(m, 4H), 6,79-7,25 (m, 6H), 7,34-7,52 (m, 16H), 7,65-7,87 (m, 1H), 8,32-8,49 (m, 1H); m/z
(ESI) 702 [Ca3H47N306 + H]".

N-[5-(2-{2-[4-(4-Aminobutil)fenoxi]etilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenil]fformamida (18)

El a-aminoalcohol 17 (500 mg, 0,71 mmol) se disolvié en etanol (20 ml). Siguiendo el procedimiento estandar de
hidrogenacion, se afiadié dihidréxido de paladio (al 20% sobre carbén, 50% hdmedo). La mezcla de reaccion se
agité durante 15 h a temperatura ambiente a presion atmosférica de H.,. El catalizador se separé por filtracion a
través de tierra de diatomeas y el filtrado se concentré hasta un sélido amarillo. La purificacion del sélido bruto por
cromatografia en columna eluyendo con (hidroxido amonico concentrado al 20% en metanol) en diclorometano al
10-30% dio el compuesto 18 (146 mg, 53%) en forma de un solido amarillo: RMN 'H (300 MHz, CD3;0D) & 1,29-1,72
(m, 5H), 1,93 (s, 3H), 2,58 (t, 2H), 2,71-2,90 (m, 4H), 2,99 (t, 2H), 4,05 (t, 2H), 4,66-4,72 (m, 1H), 6,78-6,85 (m, 3H),
6,97-7,16 (m, 3H), 7,82-8,04 (m, 1H), 8,29 (s, 1H).

N-(5-{2-[2-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidina]butil}-fenoxi)etilamino]-1-(R)-
hidroxietil}-2-hidroxifenil)formamida (19)

Se afadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,10 ml, 0,57 mmol) e hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (146 mg, 0,38 mmol) a una disolucion de la amina 18 (146 mg, 0,38 mmol)
en etanol (5 ml). La mezcla de reaccion se calent6 a 75 °C durante 5 h, después de lo cual se enfrié y se concentré a
vacio. El residuo resultante se purific6 por cromatografia en columna eluyendo con (hidréxido aménico
concentrado/metanol 20:80) en diclorometano al 1-30% dando el producto 19 deseado (100 mg, 44%) en forma de
un solido amarillo: RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & 1,46-1,64 (m, 4H), 2,51-2,58 (m, 2H), 2,66 (t, 2H), 2,90 (t, 2H),
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3,16 (ancho, 2H), 3,91-4,11 (m, 4H), 4,51 (t, 1H), 5,18 (ancho, 1H), 6,75-6,99 (m, 7H), 7,05-7,09 (m, 2H), 8,02-8,06
(m, 1H), 8,19 (ancho, 1H), 9,53 (ancho, 1H); p.f. 120-124°C (desc.); m/z (ESI) 600 [C27H34CINgOs + H]'; [0(]25 p-7,5°
(c 0,35, CH3OH).

Ejemplo 4

Sintesis de N-(5-{2-[4-(4-{4-(N'-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidino]butil}fenil)-1-
metilbutilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxi-fenil)formamida (30) (Esquema 4)

30

2-(1-Metilbut-3-inil)isoindol-1,3-diona (22)

Una disolucion compuesta de la ftalimida 21 (13,12 g, 89,16 mmol), PPh3 (23,38 g, 89,16 mmol) y THF (anhidro, 250
ml) se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Se afiadid a la disolucién 4-hidroxipentino 20 (5,00 g, 59,44 mmol)
en una porcién, seguido de una disolucion de DIAD (17,27 ml, 89,16 mmol) disuelto en THF (anhidro, 50 ml), que se
afadio gota a gota a lo largo de 2 h. Después de la adicion de DIAD, la temperatura se elevo a 60°C y la mezcla de
reaccion se agitd mas a esta temperatura durante una noche. La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente y se
concentré a vacio. Al residuo se afiadio diclorometano (100 ml). El precipitado formado se filtr6 con vacio y se lavo
con diclorometano. El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron a vacio. El residuo se sometié a
cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de acetato de etilo y hexanos (0-75%, v/v) para dar el producto
22 deseado (4,47 g, 35%) en forma de un solido blanco: RMN Iy (300 MHz, CDCls) 5 1,54 (d, 3H), 1,92 (s, 1H), 2,68
(m, 1H), 2,96 (m, 1H), 4,59 (m, 1H), 7,72 (dd, 2H), 7,85 (dd, 3,0 Hz, 1H); m/z (ESI) 214 [C13H11NO, + H]".

Ester bencilico del &cido (4-[4-[4-(1,3-dioxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)pent-1-inil]fenil}but-3-inil)-carbamico (24)

Un matraz de fondo redondo de 100 ml que contenia una mezcla de éster bencilico del acido [4-(4-yodofenil)but-3-
iniljcarbamico 23 (2,33 g, 5,75 mmol), Cul (0,22 g, 1,15 mmol), EtsN (10 ml) y THF (anhidro, 15 ml) se trat6 con vacio
y se volvid a llenar con nitrdgeno. El procedimiento se repitid tres veces mas. Se afiadid a la suspension
Pd(PPhs).Cl, (0,40 g, 0,58 mmol) en una porcién, seguido de una disolucién del compuesto 22 (1,35 g, 6,32 mmol)
disuelto en THF (anhidro, 10 ml), que se afadié gota a gota a lo largo de 2 h. Se continu6 agitando durante una
noche. La mezcla de reaccién se concentré a vacio. El residuo se sometié a cromatografia en columna eluyendo con
una mezcla de acetato de etilo (0-25%) y hexanos para dar el producto 24 deseado (2,60 g, 92%) en forma de un
sélido blanquecino. RMN H (500 MHz, CDCl3) 6 1,71 (d, 3H), 2,61 (t, 2H), 2,92 (m, 1H), 3,14 (m, 1H), 3,43 (t, 2H),
4,67 (m, 1H), 5,07 (ancho, 1H), 5,11 (s, 2H), 7,12-7,33 (m, 9H), 7,71 (dd, 2H), 7,92 (dd, 1H); m/z (ESI) 491
[031H26N204 + H]+.

Ester bencilico del 4cido (4-{4-[4-(1,3-dioxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)pentil]fenil}butil)carbamico (25)

Una disolucién que contenia el compuesto 24 (2,53 g, 5,15 mmol) disuelto en THF (100 ml) se purgd y se volvié a
llenar con nitrégeno. El procedimiento se repitié 5 veces. Se afadié a la disolucién catalizador de paladio (0,5 g, Pd
sobre carbén al 10%, 50% himedo). Después el matraz se presurizé con hidrégeno gaseoso a 3,15 kg/cmz.
Después, la mezcla se agitd durante una noche a temperatura ambiente. El catalizador se filtré con vacio y se lavé
con etanol (3 x 20 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron a vacio. El residuo se recogio en
diclorometano (25 ml). A la disolucion recién formada se afiadio EtzN (2,32 ml, 15,45 mmol). Después, la disolucion
se enfri6 a 0°C en un bafio de hielo. Se afiadié gota a gota CbzCl (1,32 g, 7,730 mmol) a lo largo de 10 min a la
disolucion, que después de la adicion de CbzCl, se dej6 calentar lentamente a temperatura ambiente a lo largo de 3
h y se agitdé continuamente durante una noche. La reaccién se inactivd con agua (30 ml). Se separaron dos capas.
La capa organica se lavé con salmuera (3 x 30 ml), se secé sobre Na,SO, anhidro, y se concentrd. El residuo
resultante se sometié a cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 0-30% para dar el
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producto 25 deseado (0,90 g, 35%) en forma de un aceite incoloro viscoso: RMN H (300 MHz, CDCl3) & 1,45 (d,
3H), 1,45-1,66 (m, 6H), 1,72-1,86 (m, 2H), 2,06-2,16 (m, 2H), 2,55 (m, 4H), 3,20 (m, 2H), 4,38 (m, 1H), 4,80 (ancho,
1H), 5,08 (s, 2H), 7,04 (s, 4H), 7,34 (m, 5H), 7,69 (dd, 2H), 7,81 (dd, 1H); m/z (ESI) 499 [Ca1H34N204 + HJ".

Ester bencilico del 4cido {4-[4-(4-aminopentil)fenil]butil}carbamico (26)

Una disolucién que contenia el compuesto 25 (0,90 g, 1,81 mmol), hidrazina (0,26 ml, 5,42 mmol) y etanol (10 ml) se
calent6 a 75°C durante 3 h y después se enfrié a temperatura ambiente. El precipitado blanco se filtr6 a vacio y se
lavo con etanol (3 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y concentraron. El residuo se sometid a
cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de metanol (0-15%), hidréxido aménico concentrado (0-1,5%) y
diclorometano para dar el producto 26 deseado (0,59 g, 88%) en forma de un sélido blanco céreo: RMN 'H (500
MHz, CDsOD) & 1,08 (d, 3H), 1,36-1,80 (m, 8H), 2,55 (m, 4H), 2,88 (m, 1H), 3,10 (t, 2H), 5,08 (s, 2H), 7,08 (s, 4H),
7,34 (m, 5H); m/z (ESI) 369 [C2sH32N,0; + H]™.

Ester bencilico del &cido [4-(4-{4-[2-(4-benciloxi-3-formilaminofenil)-2-(R)-hidroxietilamino]pentil}-
fenil)butillcarb&dmico (27)

Una suspensién compuesta del compuesto 26 (0,59 g, 1,60 mmol), el compuesto 5 (0,42 g, 1,19 mmol), K.COs3 (0,23
g, 1,68 mmol) y cloroformo (25 ml) se calenté a reflujo durante 72 h, y después se enfri6 a temperatura ambiente. El
solido se filtr6 con vacio y se lavé con cloroformo (3 x 10 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se
concentraron. El residuo se sometié a cromatografia en columna eluyendo con metanol en diclorometano al 0-10%.
El material de partida 26 sin reaccionar (0,39 g, 66% de recuperacion) se recuperé en la separacion. Se obtuvo una
mezcla de dos diastereoisdmeros de los productos 27 deseados, que no eran separables en esta etapa (0,29 g,
28%) en forma de un aceite incoloro viscoso: RMN H (500 MHz, CDCls) 6 1,08 (d, 3H), 1,37 (m, 2H), 1,48-1,68 (m,
6H), 2,55 (m, 4H), 2,74 (ancho, 2H), 2,92 (m, 1H), 3,18 (m, 2H), 3,58 (m, 1H), 3,72 (m, 1H), 4,70 (m, 1H), 4,80
(ancho, 1H), 5,08 (m, 4H), 6,92 (m, 1H), 7,08 (m, 5H), 7,22 (t, 1H), 7,34 (m, 10H), 7,92 (s, 1H), 8,31 (s, 1H); m/z
(ESI) 638 [CaoHa7N3Os + H]".

N-[5-(2-{4-[4-(4-Aminobutil)fenil]-1-metilbutilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenil]formamida (28)

Una mezcla de los compuestos 27 (0,29 g, 0,45 mmol), catalizador de paladio (0,2 g, Pd sobre carbén al 10%, 50%
himedo), etanol (10 ml) y metanol (5 ml) se someti6 a hidrogenacion a temperatura ambiente durante 4 h con
presion de H,. El catalizador se filtr6 con vacio y se lavo con etanol (3 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron
y se concentraron. El residuo se sometié a cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de metanol (0-
22%), hidroxido amonico concentrado (0-2,2%) y diclorometano (100-75,6%), para dar el producto 28 deseado (0,10
g, 54%) en forma de un solido incoloro vitreo: RMN H (300 MHz, CD30D) 6 1,08 (d, 3H), 1,32 (m, 2H), 1,48-1,78 (m,
6H), 2,59 (m, 4H), 2,78 (m, 5H), 3,44 (m, 2H), 4,75 (m, 1H), 6,82 (m, 1H), 7,00 (m, 1H), 7,08 (m, 5H), 8,06 (s, 1H),
8,31 (s, 1H); m/z (ESI) 414 [Ca1H41N3O3 + H]*. El diastereoisomero 29 (13 mg, 7%) se aislé en forma de un soélido
amarillo claro: RMN *H (300 MHz, CD30D) 6 1,26 (d, 3H), 1,48-1,90 (m, 8H), 2,50 (m, 4H), 2,82-3,08 (m, 3H), 3,50
(m, 2H), 4,60 (m, 1H), 6,82-6,82 (m, 2H), 7,10 (m, 5H), 8,00 (s, 1H), 8,28 (s, 1H); m/z (ESI) 414 [C31H41N303 + H]".

N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}-fenil)-1-metilbutilamino]-1-(R)-
hidroxietil}-2-hidroxifenil)formamida (30)

Una disolucién compuesta del compuesto 28 (0,10 g, 0,25 mmol), base de Hunig (0,21 ml, 1,23 mmol) y etanol (5 ml)
se calent6 a 70°C durante 30 min antes de afadir hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-
metilisotiourea (0,11 g, 0,27 mmol). La disolucién resultante se agité continuamente a esta temperatura durante 3 h
adicionales antes de enfriarla a temperatura ambiente. El disolvente se separd por evaporacion. El residuo resultante
se sometid6 a cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de metanol (0-28%), hidroxido amonico
concentrado (0-2,8%) y diclorometano (100-69,2%) para dar el compuesto 30 (87 mg, 56%) en forma de un solido
amarillo: p.f. 120-121 °C (descomposicion); [a]o> - 6,65° (¢ 0,20, metanol); RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & 1,08 (d,
3H), 1,32 (m, 2H), 1,48-1,72 (m, 6H), 2,55 (m, 4H), 2,64-2,92 (m, 3H), 3,16 (m, 2H), 4,56 (m, 1H), 6,76 (m, 1H), 6,82
(m, 1H), 6,92 (m, 1H), 7,10 (m, 4H), 8,07 (s, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 9,30 (s, 1H), 9,59 (s 1H); m/z (ESI) 626
[C30H40C|N904 + H]+.

Ejemplo 5

Sintesis de N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidino]butil}fenil)butilamino]-1-(R)-
hidroxietil}-2-hidroxifenil)-metanosulfonamida (40) (Esquema 5)
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N-(5-Acetil-2-benciloxifenil)-N-bencilmetanosulfonamida (32)

Una mezcla de N-(5-acetil-2-hidroxifenil)metanosulfonamida (31) (0,30 g, 1,32 mmol), yoduro sédico (0,20 g, 1,32
mmol), carbonato potasico (0,91 g, 6,58 mmol), y bromuro de bencilo (0,39 ml, 3,28 mmol) en acetona (10 ml) se
agito a reflujo durante 66 h. Después de separar el disolvente por evaporacion en rotavapor, el residuo resultante se
diluy6 con diclorometano y los productos inorgénicos insolubles se filtraron con vacio. El filtrado se concentr6 a vacio
y el residuo resultante se purificd por cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice eluyendo con una
mezcla de acetato de etilo en diclorometano (0-3%) para dar éter bencilico 32 en forma de un sélido amarillo (0,54 g,
99%): RMN *H (300 MHz, CDCls) & 2,38 (s, 3H), 2,85(s, 3H), 4,75 (ancho, 2H), 5,18 (s, 2H), 7,05 (d, 1H), 7,23 (m,
5H), 7,42 (m, 5H), 7,62 (d, 1H), 7,89 (dd, 1H); m/z (ESI) 410 [C23H23sNO4S + H]".

N-Bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromoacetil)feniljmetanosulfonamida (33)

Se afadié tribromuro de feniltrimetilamonio (1,19 g, 3,16 mmol) a una disolucién de N-(5-acetil-2-benciloxifenil)-N-
bencilmetanosulfonamida (32) (1,23 g, 3,01 mmol) en THF anhidro (15 ml) en 3 porciones. La mezcla de reaccion se
agitd a t.a. durante 16 h. Después se afiadié una disolucién acuosa de bicarbonato sédico (5%, 15 ml). La mezcla se
extrajo con diclorometano y los extractos organicos combinados se concentraron por evaporacion en rotavapor. El
residuo resultante se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice Biotage eluyendo con diclorometano
para dar la bromo-cetona 33 en forma de un sélido (1,25 g, 85% de rendimiento): RMN H (500 MHz, CDCl3) 8
2,85(s, 3H), 4,21 (s, 2H), 4,75 (ancho, 2H), 5,19 (s, 2H), 7,08 (d, 1H), 7,22 (m, 5H), 7,43 (m, 5H), 7,65 (d, 1H), 7,92
(dd, 1H).

N-Bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromo-1-(R)-hidroxietil)feniljmetano-sulfonamida (34)

Se afiadio una disolucién de BH3-THF en THF (1 M, 2,80 ml, 2,80 mmol) a una mezcla de N-bencil-N-[2-benciloxi-5-
(2-bromoacetil)fenilimetanosulfonamida (33) (1,09 g, 2,23 mmol) y R-metil-CBS-oxazoborolidina (1 M en tolueno,
0,45 ml, 0,45 mmol) en THF anhidro (10 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a 0°C durante 15 min y después a t.a.
durante 16 h. Se afiadié lentamente metanol (5 ml) para inactivar la reaccion. Después de separar el disolvente por
evaporacién en rotavapor, el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna de gel de silice Biotage
eluyendo con una mezcla de acetato de etilo en diclorometano (0-3%) para dar el bromo-alcohol 34 deseado en
forma de un sélido blanco (0,92 g, 84%): RMN H (500 MHz, CDCl3) & 2,60 (s, 1H), 2,85 (s, 3H), 3,30 (m, 1H), 3,38
(m, 1H), 4,70 (m, 3H), 5,11 (s, 2H), 7,00 (m, 2H), 7,21 (m, 5H), 7,28 (d, 1H), 7,42 (m, 5H).

N-Bencil-N-(2-benciloxi-5-(R)-oxiranilfenil)metanosulfonamida (35)

Se afiadi6 carbonato potasico (0,52 g, 3,76 mmol) a una disolucion de N-bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromo-1-
hidroxietil)fenillmetanosulfonamida (34) (0,92 g, 1,88 mmol) disuelta en una mezcla de disolventes de THF (8 ml) y
metanol (10 ml). La mezcla de reaccion se agit6 a t.a. durante 20 h. Después de separar los disolventes por
evaporacién en rotavapor, el residuo se recogié en diclorometano y se filtré con succién para separar los productos
inorganicos. El filtrado se concentr6 a vacio y después se coevapord con tolueno y se sec6 con alto vacio. El
epoéxido 35 deseado se obtuvo en forma de un soélido blanco (0,69 g, 90%) y se us6 directamente en la siguiente
etapa sin purificacion: RMN H (500 MHz, CDCI3) & 2,60 (m, 1H), 2,84 (s, 3H), 3,02 (dd, 1H), 3,66 (dd, 1H), 4,75
(ancho, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,97 (d, 1H), 7,01 (d, 1H), 7,12 (dd, 1H), 7,22 (m, 5H), 7,41 (m, 5H).

Ester bencilico del acido {4-[4-(4-{2-[3-(bencilmetanosulfonilamino)-4-benciloxifenil]-2-(R)-
hidroxietilamino}butil)fenil]butil}carbamico (36)

Una mezcla de N-bencil-N-(2-benciloxi-5-(R)-oxiranilfenilymetanosulfonamida (35) (0,69 g, 1,70 mmol) y éster
bencilico del &cido {4-[4-(4-aminobutil)fenil]butil}carbamico (7) (0,77 g, 2,16 mmol) en etanol (4 ml) se agité a reflujo
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durante 24 h. El disolvente se separ6 por evaporacion en rotavapor y el residuo resultante se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice Biotage eluyendo con una mezcla de metanol en diclorometano (0-8% , y
después por TLC preparativa eluyendo con una mezcla de metanol en diclorometano (4%). El aducto 36 deseado se
aislé en forma de un sélido (0,41 g, 32%): RMN H (500 MHz, CDCl3) 6 1,50 (m, 4H), 1,61 (m, 4H), 2,57 (m, 8H),
2,75 (ancho, 1H), 2,83 (s, 3H), 3,19 (m, 2H), 4,51 (dd, 1H), 4,77 (ancho, 3H), 5,07 (s, 2H), 5,08 (s, 2H), 6,96 (d, 1H),
6,98 (d, 1H), 7,06 (m, 4H), 7,19 (m, 5H), 7,27 (dd, 1H), 7,33 (m, 5H), 7,41 (m, 5H); m/z (ESI) 764 [C4sHs3N30eS +
H]". Ademas, se obtuvieron dos subproductos. El aducto isémero 37 (0,23 g, 18%): RMN H (500 MHz, CDCls) &
1,40 (m, 2H), 1,58 (m, 6H), 2,15 (ancho, 2H), 2,29 (m, 2H), 2,52 (m, 2H), 2,58 (t, 2H), 2,86 (s, 3H), 3,19 (m, 2H), 3,32
(dd, 1H), 3,50 (m, 2H), 4,76 (ancho, 2H), 5,08 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 6,88 (d, 1H), 6,96 (d, 1H); 7,06 (m, 4H), 7,16 (m,
6H), 7,33 (m, 5H), 7,43(m, 5H); m/z (ESI) 764 [CasHs3NsO6S + H]*. Y el bis-aducto 38 (0,45 g, 23%): RMN *H (500
MHz, CDCl3) 8 1,55 (m, 8H), 2,38 (m, 2H), 2,58 (m, 4H), 2,84 (s, 6H), 3,18 (m, 2H), 4,46 (m, 2H), 4,78 (ancho, 4H),
5,10 (m, 6H), 6,96 (m, 4H), 7,08 (m, 4H), 7,20 (m, 12H), 7,33 (m, 5H), 7,42 (m, 10H); m/z (ESI) 1173 [CesgH76N4010S2
+HJ]".

Sal del acido diacético de la N-[5-(2-{4-[4-(4-Aminobutil)fenil]butilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenil]-
metanosulfonamida (39)

Una mezcla del éster bencilico del &acido {4-[4-(4-{2-[3-(bencilmetanosulfonilamino)-4-benciloxifenil]-2-(R)-
hidroxietilamino}butil)fenil]butil}carbamico (36) (0,41 g, 0,54 mmol), dihidroxido de paladio (0,12 g, Pd(OH), sobre
carbon al 10%, 50% hdmedo), 10 gotas de acido acético, metanol (9 ml), y diclorometano (6 ml) se agit6 a t.a.
durante 16 h a presion atmosférica de hidrogeno. El catalizador se separ6 por filtracion a través de una almohadilla
de Celite y el filtrado se concentré por evaporacion en rotavapor y después se sec6 con alto vacio para dar la sal del
acido diacético de la amina 39 deseada en forma de un sélido blanco (0,30 g, 96%): m/z (ESI) 450 [C23H3s5N304S +
H]™.

N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}-fenil)butilamino]-1-(R)-
hidroxietil}- 2-hidroxifenil)metanosulfonamida (40)

Se afiadio diisopropiletilamina (0,54 ml, 3,11 mmol) a una disolucién de la sal del &cido diacético de la N-[5-(2-{4-[4-
(4-aminobutil)fenil]butilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenil]-metanosulfonamida (39) (0,30 g, 0,52 mmol) en etanol
absoluto (8 ml). La mezcla se agit6 a 70°C (bafio de aceite) durante 10 min, después de lo cual se afiadio
hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,21 g, 0,54 mmol) en una porcion. La
mezcla de reaccion se agitd a esta temperatura durante 3 h y se enfri6 a t.a. El disolvente se separé por evaporacion
en rotavapor. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice Biotage (A = diclorometano, B =
hidréxido aménico acuoso concentrado al 10% en metanol, gradiente B/A de 0% a 15%), y después se purificé por
HPLC semipreparativa eluyendo con un gradiente de acetonitrilo y agua, que contenia cada uno hidréxido aménico
concentrado al 0,01%, para dar la N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonil)guanidino]butil}fenil)butilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxifenil)metanosulfonamida (40) en forma de un
solido amarillo verdoso (0,17 g, 48%): RMN H (500 MHz, CD30D) & 1,60 (m, 8H), 2,60 (m, 6H), 2,72 (m, 1H), 2,80
(m, 1H), 2,88 (s, 3H), 3,23 (Sm, 2H), 4,65 (m, 1H), 6,80 (d, 1H), 6,98 (d, 1H), 7,06 (m, 4H), 7,30 (s, 1H); m/z (ESI) 662
[C29Ha0CINgOsS + H]+; [ayp”> -7,5° (¢ 0,60, MeOH); p.f. 108-110 °C.

Ejemplo 6
Sintesis de  N-[5-(2-{[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidino]butil}fenil)butil]-[2-(R)-

hidroxi-2-(4-hidroxi-3-metanosulfonil-aminofenil)etillamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifeniljmetano-
sulfonamida (42) (Esquema 6)
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Sal del &cido diacético de la N-[5-(2-{{4-[4-(4-Aminobutil)fenil]butil}-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-
metanosulfonilaminofenil)etillJamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenilimetanosulfonamida (41)

Una mezcla del éster bencilico del acido (4-{4-[4-(bis-{2-[3-(bencilmetanosulfonilamino)-4-benciloxifenil]-2-(R)-
hidroxietil}amino)butil]fenil}butil)carbamico (38) (0,45 g, 0,383 mmol), dihidréxido de paladio (0,12 g, Pd(OH), sobre
carbén al 10%, 50% himedo), 10 gotas de &cido acético, metanol (12 ml), y diclorometano (6 ml) se agit6 a t.a.
durante 18 h a presion atmosférica de hidrogeno. El catalizador se separd por filtracion a vacio a través de una
almohadilla de Celite y el filtrado se concentrd por evaporacion en rotavapor y después se secé con alto vacio para
dar la sal del acido diacético de la amina 41 deseada en forma de un solido blanco (0,30 g, 98%): m/z (ESI) 679
[C32H42N406 + H]+.

N-[5-(2-{[4-(4-{4-[N'-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}-fenil)butil]-[2-(R)-hidroxi-2-(4-
hidroxi-3-metanosulfonilaminofenil)etil]-amino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxifenillmetanosulfonamida (42) Se
afiadio diisopropiletilamina (0,33 ml, 1,89 mmol) a una disolucion de la sal del acido diacético de la N-[5-(2-{ {4-[4-(4-
aminobutil)fenil]butil}-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-metanosulfonil-aminofenil)etillamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-
hidroxifenillmetanosulfonamida (41) (0,30 g, 0,375 mmol) en etanol absoluto (5 ml). La mezcla se agité a 70°C (bafio
de aceite) durante 15 min, después de los cual se afiadio hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-
2-metilisotiourea (0,16 g, 0,41 mmol) en una porcién. La mezcla de reaccién se agité a esta temperatura durante 3 h
y se enfrié a t.a. El disolvente se separd por evaporaciéon en rotavapor. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice Biotage (A = diclorometano, B = hidréxido aménico acuoso concentrado al 10% en metanol,
gradiente B/A de 0% a 25%), y se purific6 mas por HPLC preparativa eluyendo con un gradiente de acetonitrilo y
agua, que contenia cada uno hidroxido amoénico concentrado al 0,01%, para dar el aducto 42 deseado en forma de
un sélido amarillo verdoso (78 mg, 23%): RMN H (500 MHz, DMSOdg) & 1,50 (m, 8H), 2,58 (m, 4H), 2,88 (s, 6H),
3,20 (m, 8H), 4,48 (m, 2H), 6,60 (ancho, 2H), 6,78 (d, 2H), 6,90 (d, 2H), 7,10 (s, 4H), 7,18 (s, 2H); m/z (ESI) 891
[C3sH51CIN1000S; + HJ*; [a]o®® -23,0° (c 0,40, MeOH); p.f. 148-150°C.

Ejemplo 7

Sintesis de N-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-N’-{11-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)
etilaminoJundecil}guanidina (55) (Esquema 7)

CH
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Ester metilico del 4cido 5-acetil-2-benciloxi-benzoico (44)

Se afiadio lentamente cloruro de bencilo (3,85 ml, 33,45 mmol) a una disolucién a 60°C del salicilato 43 (5,00 g,
25,75 mmol), yoduro sdédico (386 mg, 2,57 mmol) y bicarbonato sédico (2,50 g, 29,75 mmol) en acetonitrilo (50 ml).
La reaccion se calento a reflujo durante 16 h. El disolvente se separ6 a vacio. El residuo se recogio en acetato de
etilo (50 ml), y se lavé secuencialmente con HCI 0,5 N (25 ml), agua (25 ml), cloruro aménico al 5% (25 ml) y
después salmuera (25 ml). La porcion organica se seco sobre sulfato sddico anhidro y se concentr6 hasta un aceite.
La filtracion con vacio del precipitado se produjo después de la adicion de éter dietilico y hexanos para dar el éster
44 (3,98 g, 55%) en forma de un sélido blanquecino: RMN H (500 MHz, DMSO-dg) & 2,55 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 5,33
(s, 2H), 7,31-7,51 (m, 6H), 8,17-8,31 (m, 2H)

Ester metilico del 4cido 2-benciloxi-5-(2-bromoacetil)benzoico (45)

Se afiadio tribromuro de feniltrimetilamonio (10,60 g, 28,20 mmol) en 7 porciones, a una disolucion con agitacion de
la acetofenona 44 (8,00 g, 28,10 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (50 ml). Después de 18 h, la mezcla de reaccion
se vertid en agua (250 ml) y se agitd durante 1 h. El precipitado formado se recogi6é por filtracion a vacio. La
recristalizacién del sélido recogido en etanol dio el a-bromuro 45 (7,35 g, 72%) en forma de un sélido blanco en
forma de agujas: RMN H (500 MHz, DMSO-ds) 6 3,85 (s, 3H), 4,89 (s, 1H), 5,38 (s, 2H), 7,22 (d, 1H), 7,31-7,51 (m,
6H), 8,17-8,31 (m, 2H).

Ester metilico del 4cido 2-benciloxi-5-(2-bromo-1-(R)-hidroxietil)benzoico (46)

Se afiadié (R)-2-metil-CBS-oxazoborolidina (1,38 ml de una disoluciéon 1,0 M en tolueno) a una disolucion de la a-
bromocetona 45 (5,00 g, 13,80 mmol) en tetrahidrofurano (80 ml). Después de agitar durante 15 min, se afiadi6 gota
a gota complejo de borano-tetrahidrofurano (8,5 ml de una disolucién 1 M en tetrahidrofurano) a lo largo de un
periodo de 15 min. Después de agitar a temperatura ambiente durante 1,5 h, la reaccion se inactivé por la adicion
lenta de metanol (8,5 ml). El disolvente se separd a vacio. El residuo se recogié en una mezcla de disolventes de
hexanos y acetato de etilo (2:1). El sélido se filtr6 a vacio a través de una almohadilla de gel de silice. La
concentracion del filtrado y secado a vacio dio el compuesto 46 (4,86 g, 97%) en forma de un sélido blanco: RMN 'H
(500 MHz, DMSO-dg) 6 3,32-3,58 (m, 1H), 3,64-3,68 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 4,78-4,80 (m, 1H), 5,21 (s, 2H), 5,83 (d,
1H), 7,22 (d, 1H), 7,31-7,33 (m, 1H), 7,38-7,49 (m, 5H), 7,61 (s, 1H).

Ester metilico del 4cido 2-benciloxi-5-(R)-oxiranil-benzoico (47)

Se agitd hidruro sédico (531 mg al 60% en aceite mineral, 13,30 mmol) en hexanos en atmdésfera de nitrégeno. Los
hexanos se decantaron para separar el aceite mineral. El procedimiento se repitié dos veces. Después, el hidruro
sédico se suspendid en tetrahidrofurano anhidro (40 ml) y se enfrid a -20°C. Una disolucién de la bromohidrina 46
(4,85 g, 13,28 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (40 ml) se afiadi6é gota a gota a la suspensién de hidruro sédico.
Después de 3 h de agitacion, la reaccion se inactivo con la adicién lenta de agua (5 ml), se diluyd mas con agua (15
ml), y se extrajo con acetato de etilo (3 X 25 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua (25 ml) y
salmuera (25 ml), se secaron sobre sulfato sddico anhidro, y se concentraron hasta un aceite amarillo. Después de
secar a vacio, se obtuvo el epéxido 47 (3,68 g, 97%) en forma de un aceite amarillo: RMN H (500 MHz, DMSO-dg) 6
2,85-2,88 (m, 1H), 3,08-3,10 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 3,93-3,95 (m, 1H), 5,21 (s, 2H), 7,22 (d, 1H), 7,31-7,33 (m, 1H),
7,38-7,49 (m, 5H), 7,61 (s, 1H).

Ester terc-butilico del 4cido (11-aminoundecil)carbamico (49)

Usando una bomba de jeringa, se afiadié una disolucién de dicarbonato de di-terc-butilo (3,34 g, 15,30 mmol) en
metanol (50 ml) a lo largo de 10 h a una disolucién en agitacién de la diamina 48 (3,00 g, 16,10 mmol) y
diisopropiletilamina (2,80 ml, 16,00 mmol) en metanol (100 ml). La reaccion se agitd6 durante 12 h adicionales.
Después el disolvente se separd a vacio. La purificacién por cromatografia en columna eluyendo con (hidroxido
amonico/metanol 10:90) en diclorometano al 5-30%, dio la amina monoprotegida 49 (2,60 g, 56%) en forma de un
solido blanquecino: RMN H (500 MHz, Acetona-dg) 8 1,31-1,55 (m, 27H), 2,80 (ancho, 2H), 3,01-3,07 (m, 2H), 3,13-
3,17 (m, 2H), 5,88 (ancho, 1H); m/z (ESI) 287 [C1sH34N20; + HJ".

Ester metilico del acido 2-benciloxi-5-[2-(11-terc-butoxicarbonilaminoundecilamino)-1-(R)-
hidroxietil]lbenzoico (50)

Una disolucién del epoxido 47 (1,50 g, 5,28 mmol) en etanol (50 ml) se afiadio lentamente a una disolucion a 60°C
de la diamina monoprotegida 49 en etanol (150 ml) a lo largo de un periodo de 3 h. Después de agitar durante 15 h,
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la reaccion se concentr6 hasta un aceite y se purificd por cromatografia en columna eluyendo con metanol en
diclorometano de 0 a 5% para dar el compuesto 50 (515 mg, 17%) en forma de un aceite transparente: RMN 'H (500
MHz, Acetona-dg) 8 1,26-1,49 (m, 27H), 2,46-2,49 (m, 2H), 2,80 (ancho, 3H), 3,02-3,05 (m, 2H), 3,43-3,74 (m, 3H),
3,84 (s, 3H), 5,22 (s, 2H), 5,88 (ancho, 1H), 5,16 (d, 1H), 7,31-7,42 (m, 3H), 7,51-7,57 (m, 3H), 7,75 (s, 1H); m/z
(ESI) 571 [C33Hs50N206 + H]".

Ester terc-butilico del acido {11-[2-(4-benciloxi-3-hidroximetilfenil)-2-(R)-hidroxietilamino]Jundecil}-carbamico
(52)

Se afiadio lentamente hidruro de diisobutilaluminio (6,15 ml de una disolucién 1,0 M en hexanos, 6,15 mmol) a una
disolucion del éster de fenilo 51 (702 mg, 1,23 mmol) en tetrahidrofurano (25 ml) agitando a 0°C. La reaccion se
agité durante 15 min a 0°C y después se calenté a temperatura ambiente. Después de 4,5 h, la reaccion se enfri6 a
0°C y se inactivo por adicion gota a gota de metanol (10 ml). La reaccién se concentré hasta sequedad y el residuo
se recogi6 en acetato de etilo. Se afiadid una disolucion acuosa saturada de cloruro amdnico a la disolucién. Las
capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 X 50 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron secuencialmente con agua y salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se
concentraron hasta un aceite. La purificacion del aceite bruto por cromatografia en columna eluyendo con (hidréxido
amonico concentrado al 10% en metanol) en diclorometano de 0 a 10%, dio el alcohol bencilico 52 (507 mg, 76%)
en forma de un aceite: RMN *H (500 MHz, Acetona-ds) 6 1,26-1,49 (m, 27H), 2,46-2,49 (m, 2H), 2,80 (ancho, 3H),
3,02-3,05 (m, 2H), 3,43-4,05 (m, 3H), 4,72 (s, 2H), 5,14 (s, 2H), 5,88 (ancho, 1H), 7,48 (d, 1H), 7,27-7,99 (m, 7H);
m/z (ESI) 543 [CazHsoN205 + H]'.

Ester terc-butilico del acido {11-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)-2-etilamino]undecil}-carbamico
(53)

El alcohol bencilico 52 (507 mg, 0,93 mmol) se disolviéd en etanol (20 ml). Siguiendo el protocolo de hidrogenacion
estandar, se afadié catalizador de paladio (paladio sobre carb6n al 10%, 50% humedo) a la reaccién. La
hidrogenacion se llevé a cabo durante 15 h a temperatura ambiente con presion de H,. La filtracion del catalizador a
través de tierra de diatomeas y la concentracion del filtrado dieron un aceite amarillo. La purificacion del aceite bruto
por cromatografia en columna eluyendo con metanol en diclorometano al 5%, y después (hidréxido amonico
concentrado al 10% en metanol) en diclorometano de 10 a 20%, dio el fenol 53 (119 mg, 28%) en forma de un aceite
transparente: RMN H (500 MHz, Acetona-ds) 6 1,26-1,49 (m, 27H), 2,46-2,49 (m, 2H), 2,80 (ancho, 4H), 3,02-3,05
(m, 2H), 3,43-4,05 (m, 3H), 4,72 (s, 2H), 5,88 (ancho, 1H), 6,77 (m, 1H), 7,13 (m, 1H), 7,48 (d, 1H); m/z (ESI) 453
[C25H44N205 + H]+.

Sal del 4cido acético del 4-[2-(11-aminoundecilamino)-1-(R)-hidroxietil]-2-hidroximetilfenol (54)

Se afiadi6 gota a gota yodo-trimetilsilano (30 ul, 0,21 mmol) a una disolucion de la amina 53 (60 mg, 0,13 mmol) en
diclorometano anhidro (1 ml). Después de 0,5 h, se afiadi6 metanol (1 ml) para inactivar la reaccion. El disolvente se
separé a vacio y el residuo se disolvié en una mezcla de acido acético acuoso al 30% y éter dietilico 1:1 (20 ml). Se
separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con éter dietilico (2 X 10 ml). La disolucién acuosa se concentro a
vacio para dar la sal del &cido acético 54 (71 mg, rendimiento cuantitativo). Este compuesto se usé directamente en
la siguiente reaccion sin mas purificacion.

N-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-N’-{11-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)etilamino]-
undecil}guanidina (55)

Se afadieron secuencialmente diisopropiletilamina (0,10 ml, 0,57 mmol) e hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (50 mg, 0,13 mmol) a una disolucién del compuesto 54 (61 mg, 0,13 mmol)
en etanol (4 ml). La mezcla de reaccion se calentdé a 70°C durante 6,5 h, y después de este tiempo se enfrio y se
concentré a vacio. El residuo resultante se purificd primero por cromatografia en columna, eluyendo con (hidroxido
amonico concentrado/metanol 30:70) en diclorometano al 1-20%, y después por HPLC preparativa, dando el
producto 55 deseado (4 mg, 5%) en forma de un solido amarillo: RMN 'H (500 MHz, CDs0D) 6 1,26-1,67 (m, 18H),
2,19-2,24 (m, 2H), 2,51-2,58 (m, 2H), 3,25-3,30 (m, 2H), 4,57-4,64 (m, 3H), 6,75 (d, 1H), 7,07 (dd, 1H), 7,23 (d , 1H);
m/z (ESI) 565 [C27H41CINgO4 + H]*.

Ejemplo 8

Sintesis de N-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-N’-[4-(4-{4-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-
hidroximetilfenil)etilamino]butil}fenil)butil]-guanidina (63) (Esquema 8)
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2-[4-(4-Yodofenil)but-3-inil]isoindol-1,3-diona (57)

Una disolucién que contenia trietilamina (250 ml), yoduro de cobre (1) (1,72 g, 9,09 mmol) y el diyodobenceno (56)
(20,00 g, 60,60 mmol) disuelto en tetrahidrofurano anhidro (250 ml) se agité a temperatura ambiente. Se extrajo el
aire del matraz de reaccion y después se purgd con nitrégeno 3 veces. La disoluciéon se trat6 con dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio (Il) (4,20 g, 6,06 mmol) y se continud agitando a temperatura ambiente durante 30 min. Una
disoluciéon que contenia trietilamina (250 ml) y 2-but-3-inilisoindol-1,3-diona (12,06 g, 60,06 mmol) disuelta en
tetrahidrofurano anhidro (250 ml) se afiadié gota a gota mediante un embudo de adicién a lo largo de 12 h. La
reaccion se dejo agitar a temperatura ambiente durante 48 h. La disolucion se filtrd y el filtrado se concentré a vacio.
El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 0-100%
para dar el producto 57 deseado (12,5 g, 51%) en forma de un sdélido marron: RMN 'H (500 MHz, CDCly) 6 7,85 (dd,
2H), 7,74 (dd, 2H), 7,60 (d, 2H), 7,04 (d, 2H), 3,92 (t, 2H), 2,79 (t, 2H); m/z (ESI) 402 [C1gH12INO; + H]".

Ester bencilico del &cido (4-{4-[4-(1,3-diox0-1,3-dihidroisoindol-2-i)but-1-inil]fenil}but-3-inil)-carbamico (58)

Una disolucién que contenia trietilamina (100 ml), yoduro de cobre (1) (0,50 g, 2,60 mmol) y el compuesto 57 (7,00 g,
17,40 mmol) disuelto en tetrahidrofurano anhidro (100 ml) se agit6 a temperatura ambiente. Se extrajo el aire del
matraz de reaccion y después se purgd con nitrdgeno 3 veces. La disolucién se traté con dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio (1) (1,20 g, 1,70 mmol) y se continu6 agitando a temperatura ambiente durante 30 min. La
mezcla de reaccion después se tratd con éster bencilico del acido but-3-inilcarbdmico (4,25 g, 20,90 mmol). La
reaccion se dejo agitar a temperatura ambiente durante 16 h. La disolucion se filtrd y el filtrado se concentré a vacio.
El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 0-100%
para dar el producto deseado 58 (6,0 g, 72%) en forma de un sdlido marrén: RMN H (500 MHz, CDCly) & 7,85 (dd,
2H), 7,74 (dd, 2H), 7,35-7,32 (m, 5H), 7,27 (d, 2H), 7,22 (d, 2H), 5,08 (s, 2H), 3,93 (t, 2H), 3,39 (t, 2H), 2,81 (t, 2H),
2,62 (t, 2H); m/z (ESI) 477 [CaoH2aN204 + H]".

Ester bencilico del acido (4-{4-[4-(1,3-dioxo-1,3-dihidroisoindol-2-i)butil]fenil}butil)carbamico (59)

Una suspensién que contenia el compuesto 58 (6,0 g, 12,59 mmol) y dihidroxido de paladio (Pd(OH), sobre carbon
al 20%, 50% humedo, 3,0 g, 21,43 mmol) disuelto en tetrahidrofurano anhidro (75 ml) se burbuje6 con nitrdgeno
durante 20 min. Se purgdé la mezcla de reaccion y después se cargd con H; gaseoso (3,15 kg/cmz), y se dejo agitar a
t.a. durante 24 h. La disolucién se filtr6 y el filtrado se concentré a vacio. El residuo resultante se purificé por
cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 0-100% para dar el producto 59 deseado
(4,88 g, 80%) en forma de un aceite marron espeso: RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 7,85 (dd, 2H), 7,74 (dd, 2H), 7,35-
7,28 (m, 6H), 7,06 (d, 4H), 3,70 (t, 2H), 3,19 (t, 2H), 2,63-2,56 (M, 4H), 2,00 (d, 2H), 1,73-1,50 (m, 8H); m/z (ESI) 485
[C30H32N204 + H]+.

Ester bencilico del 4cido {4-[4-(4-aminobutil)fenil]butil}carbamico (7)

Una disolucion que contenia el compuesto 59 (4,0 g, 8,20 mmol) e hidrazina (2,06 g, 41,20 mmol) disueltos en etanol
(50 ml) y cloruro de metileno (10 ml) se calent6 a reflujo. La mezcla de reaccién se dej6é agitar durante 16 h en
atmoésfera de Ny. La disolucion se filtrd y el filtrado se concentr6 a vacio. El residuo resultante se purifico por
cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de (hidréxido amdénico concentrado al 10% en metanol) y
diclorometano al 0-20%, para dar el producto 7 deseado (6,00 g, 72%) en forma de un sélido blanquecino: RMN H
(300 MHz, CDCls) 6 7,34 (s, 4H), 7,07 (s, 4H), 5,08 (s, 2H), 3,18 (t, 2H), 2,94 (s, 2H), 2,70 (t, 2H), 2,59 (t, 4H), 1,65-
1,47 (m, 8H); m/z (ESI) 355 [C2H30N20; + H]'.
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Ester metilico del éacido 2-benciloxi-5-(2-{4-[4-(4-benciloxicarbonilaminobutil)fenil]lbutilamino}-1-(R)-
hidroxietil)benzoico (60)

Una disoluciéon que contenia el compuesto 7 (1,30 g, 3,67 mmol) y éster metilico del acido 2-benciloxi-5-(R)-
oxiranilbenzoico 47 (1,14 g, 4,04 mmol) disuelto en etanol (30 ml) se calenté a 60°C. La disolucion se agitd a esta
temperatura durante 48 h en atmésfera de N,. La disolucidon se concentré a vacio. El residuo resultante se purificd
por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de (hidroxido aménico concentrado al 10% en metanol) y
diclorometano al 0-20%, para dar el producto 60 deseado (0,76 g, 33%) en forma de un sélido blanquecino: RMN H
(500 MHz, CDCls) & 7,80 (d, 1H), 7,72 (d, 1H), 7,44 (d, 2H), 7,34 (d, 10H), 7,05 (d, 4H), 7,00 (dd, 1H), 5,17 (s, 2H),
5,08 (s, 2H), 4,89 (dd, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 2,90 (dd, 2H), 2,91-2,46 (m, 8H), 1,61-1,50 (m, 8H); m/z (ESI)
639 [CagH4eN206 + H]". Como subproducto de esta reaccion, se aislé el compuesto 64 (véase el Esquema 9) (0,57 g,
18%) en forma de un sdlido blanquecino: m/z (ESI) 924 [CssHs2N2010 + H]'.

Ester bencilico del acido [4-(4-{4-[2-(4-benciloxi-3-hidroximetilfenil)-2-(R)-hidroxietilamino]butil}-
fenil)butillcarb&dmico (61)

Una disolucién del compuesto 60 (0,62 g, 0,97 mmol) disuelto en tetrahidrofurano anhidro (6 ml) se enfrié a 0°C. La
disolucidn se traté con hidruro de diisobutilalumino (4,8 ml, 1 M en hexanos). La mezcla de reaccion se dejé calentar
lentamente a temperatura ambiente a lo largo de 16 h. La disolucion se concentré a vacio. El residuo resultante se
purificé por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de (hidroxido aménico concentrado al 10% en
metanol) y diclorometano al 0-20%, para dar el producto 61 deseado (0,38 g, 64%) en forma de un sélido
blanquecino: RMN *H (500 MHz, CDsOD) & 7,43 (s, 4H), 7,40-7,17 (m, 10H), 7,07 (s, 2H), 6,97 (dd, 1H), 5,12 (s, 2H),
5,04 (s, 2H), 4,78 (dd, 1H), 4,69 (d, 2H), 3,63 (t, 2H), 3,11 (t, 2H), 2,62-2,46 (m, 6H), 1,61 (ancho, 4H), 1,51 (ancho,
2H); m/z (ESI) 611 [CagHasN20s + H]".

4-(2-{4-[4-(4-Aminobutil)fenil]butilamino}-1-(R)-hidroxietil)-2-hidroxi-metilfenol (62)

Una suspension que contenia el compuesto 61 (0,38 g, 0,62 mmol) y catalizador de paladio (Pd sobre carbén al
10%, 50% humedo, 0,50 g, 4,69 mmol) en etanol (15 ml) se burbuje6 con nitrégeno durante 20 min. Se purgo la
mezcla de reaccion y después se cargd con H, gaseoso (1 atm) y se dejé agitar a temperatura ambiente durante 24
h. El catalizador se filtr6 con vacio y el filtrado se concentr6 a vacio. El residuo resultante se purifico por
cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de (hidréxido aménico concentrado al 10% en metanol) y
diclorometano al 0-20%, para dar el producto 62 deseado (0,24 g, 98%) en forma de un sélido blanquecino: RMN 'H
(500 MHz, CD30D) 6 7,21 (d, 1H), 7,09-7,04 (m, 4H), 7,08 (dd, 2H), 4,63 (d, 2H), 3,65 (t, 2H), 3,59-3,54 (m, 2H),
2,77-2,43 (m, 11H), 1,64 (t, 2H), 1,58 (t, 2H); m/z (ESI) 387 [C23H34N203 + H]".

N-(3,5-Diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-N’-{4-(4-{4-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)etilamino]-
butil}fenil)butil]guanidina (63)

Una disolucién que contenia el compuesto 62 (0,24 g, 0,62 mmol) disuelto en etanol (8 ml) se calenté a 65°C. La
mezcla de reaccion se traté con hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,24 mg,
0,62 mmol) y diisopropiletilamina (0,47 ml). La mezcla de reaccién se agitd a esta temperatura durante 5 h en
atmésfera de N». La disolucion se concentrd a vacio. El residuo resultante se purificé primero por cromatografia en
columna eluyendo con una mezcla de (hidréxido aménico concentrado al 10% en metanol) y diclorometano al 0-
20%, y después se purificé mas por TLC preparativa usando el mismo sistema de disolventes para dar el producto
63 deseado (15 mg, 5%) en forma de un sélido amarillo palido: RMN H (500 MHz, DMSO-dg) 6 7,22 (d, 1H), 7,08 (d,
4H), 6,97 (d, 1H), 6,68 (d, 4H), 6,57 (ancho, 1H), 4,45 (s, 2H), 3,15 (d, 2H), 2,33 (t, 1H), 1,59-1,52 (m, 6H), 1,39 (s,
2H), 1,23 (s, 1H); m/z (ESI) 600 [C2oH39CINgO4 + H]*.

Ejemplo 9

Sintesis de N-{4-[4-(4-{bis-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)-etilJamino}butil)fenil]butil}-N’-(3,5-
diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidina (67) (Esquema 9)
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Ester bencilico del acido {4-[4-(4-{bis-[2-(4-benciloxi-3-hidroximetilfenil)-2-(R)-hidroxietillamino}-
butil)fenil]butil}carbamico (65)

Una disolucion del compuesto 64 (567 mg, 0,61 mmol) disuelto en tetrahidrofurano anhidro (5 ml) se enfri6 a 0°C. La
disolucion se tratd con hidruro de diisobutilaluminio (3,0 ml, 1 M en hexanos). La mezcla de reaccién se dejo calentar
lentamente a temperatura ambiente a lo largo de 16 h. La disolucion se concentré a vacio. El residuo resultante se
purificé por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de (hidroxido aménico concentrado al 10% en
metanol) y diclorometano al 0-20% para dar el producto 65 deseado (0,25 g, 47%) en forma de un sélido
blanquecino: m/z (ESI) 868 [CssHs2N20g + HJ".

{4-[4-(4-{Bis-[2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)-2-(R)-hidroxietillamino}-butil)fenil]butil}amina (66)

Una suspensién que contenia el compuesto 65 (250 mg, 0,28 mmol) y catalizador de paladio (Pd sobre carbon al
10%, 50% humedo, 100 mg, 0,94 mmol) en etanol (10 ml) se burbuje6 con nitrégeno durante 20 min. La mezcla de
reaccion se purgé y después se cargo con H, gaseoso (1 atm), y se dejo agitar a temperatura ambiente durante 24
h. La suspension se filtro y el filtrado se concentrd a vacio. El residuo resultante se purificé por cromatografia en
columna eluyendo con una mezcla de (hidroxido aménico concentrado al 10% en metanol) y diclorometano al 0-
20%, para dar el producto 66 deseado (45 mg, 28%) en forma de un sélido blanquecino: m/z (ESI) 553 [C32H44N20¢
+H]".

N-{4-[4-(4-{Bis-[2-(R)-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)etillamino}-butil)fenil]butil}-N’-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonil)guanidina (67)

Una disolucién que contenia el compuesto 66 (45 mg, 0,08 mmol) disuelto en etanol (4 ml) se calenté a 65°C. La
mezcla de reaccioén se trat6 con hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (32 mg,
0,12 mmol) y diisopropiletilamina (0,40 ul). La mezcla de reacciéon se agitd a esta temperatura durante 5 h en
atmosfera de N». La disolucién se concentré a vacio. El residuo resultante se purificd primero por cromatografia en
columna eluyendo con una mezcla de (hidroxido amdnico concentrado al 10% en metanol) y diclorometano al 0-20%
y después se purifico mas por TLC preparativa usando el mismo sistema de disolventes para dar el producto 67
deseado (18 mg, 30%) en forma de un sélido amarillo palido: RMN H (500 MHz, DMSO-dg) & 7,26 (s, 1H), 7,10 (s,
2H), 6,97 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 4,88 (ancho, 1H), 4,46 (s, 3H), 3,16 (s, 2H), 1,58-1,23 (m, 6H); m/z (ESI)
766 [C39H53C|N307 + H]+.

Ejemplo 10

Sintesis de la sal de bis-lactato de N-(5-{2-[4-(4-{4-[N'-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-
guanidino]butil}fenil)-1-metilbutilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxi-fenil)formamida dihidrato (30)
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A una disolucion de 160 mg de N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidino]butil}fenil)-1-
metilbutilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxifenil)fformamida (30) en etanol se afiadieron 2,0 equivalentes de &cido
lactico y se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El etanol se separ6é por evaporacién en rotavapor para dar
202 mg de la N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-guanidino]butil}fenil)-1-metilbutilamino]-1-
(R)-hidroxietil-2-hidroxifenil)fformamida deseada (Sal de bis-Lactato dihidrato), [0(]D25 -25,3° (c 0,25, MeOH); p.f. 116-
119 °C., m/z=626, andlisis elemental de C,H,N dentro del 0,3%.

Actividad biolégica

Se ensayo6 en los compuestos de los siguientes ejemplos su potencia en el epitelio bronquial canino usando los
ensayos in vitro descritos antes.

Ejemplo 11

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 30, CI50 (nM)= 8,4 (93x Amilorida)
Actividad de agonista beta, EC50 (nM)=71,6 (fomoterol=13,1)

Ejemplo 12

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 67, CI50 (nM)= 22,2 (29x Amilorida)
Ejemplo 13

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 14, CI50 (nM)= 17,7 (66x Amilorida)
Ejemplo 14

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 42, CI50 (nM)= 21,6 (54x Amilorida)
Ejemplo 15

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 19, CI50 (nM)= 10 (120x Amilorida)
Ejemplo 16

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 12, CI50 (hnM)= 5,7 (132x Amilorida)
Actividad de agonista beta, EC50 (nM)=151 (fomoterol=5,3)

Ejemplo 17

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 63, CI50 (hnM)= 6,5 (154x Amilorida)
Ejemplo 18

Actividad de bloqueo de ENaC del compuesto 40, CI50 (nM)= 9,2 (91x Amilorida)

Actividad de agonista beta, EC50 (nM)=1576 (fomoterol=9,3)
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Ejemplo 19

Sintesis de diacetato de la N-(5-{2-[4-(4-{4-[N'-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}-
fenil)butilamino]-1-(R)-hidroxietil}-2-hidroxifenil)metanosulfonamida 137 (Esquema 10)

H §H H

. N

" JK,E I
‘2CH3C02H HQN

137

N-(5-Acetil-2-benciloxifenil)-N-bencilmetanosulfonamida (130)

Una mezcla de N-(5-acetil-2-hidroxifenil)metanosulfonamida (129) (20,00 g, 87,10 mmol), yoduro sédico (13,00 g,
86,70 mmol), carbonato potasico (60,00 g, 434,10 mmol), y bromuro de bencilo (26,00 ml, 218,90 mmol) en acetona
(670 ml) se agit6 a reflujo durante 15 h. Después la mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, el sélido
se separ0 por filtracion y el filtrado se concentrd a vacio. La purificacion por cromatografia ultrarrdpida en columna
(gel de silice, un gradiente de acetato de etilo/diclorometano de 0:100 a 30:70) dio el éter bencilico 30 en forma de
un sélido amarillo (29,60 g, 77% de rendimiento): RMN *H (300 MHz, CDCls) § 2,38 (s, 3H), 2,85 (s, 3H), 4,75 (s
ancho, 2H), 5,18 (s, 2H), 7,05 (d, 1H), 7,23 (m, 5H), 7,42 (m, 5H), 7,62 (d, 1H), 7,89 (dd, 1H); m/z (ESI) 410
[023H23N04S + H]+.

N-Bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromoacetil)fenillmetanosulfonamida (131)

Se afiadio tribromuro de feniltrimetilamonio (28,60 g, 76,10 mmol) a una disolucion de N-(5-acetil-2-benciloxifenil)-N-
bencilmetanosulfonamida (130) (29,60 g, 72,30 mmol) en THF anhidro (150 ml) en 4 porciones. La mezcla de
reaccion se agitd at temperatura ambiente durante 14 h. Los sélidos se separaron por filtracion a vacio y el filtrado
se concentrd por evaporacion en rotavapor. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, diclorometano solo) para dar la bromo-cetona 131 en forma de un sdélido blanquecino (25,10 g, 71% de
rendimiento): RMN H (500 MHz, CDClIs) 6 2,85 (s, 3H), 4,21 (s, 2H), 4,75 (ancho, 2H), 5,19 (s, 2H), 7,08 (d, 1H),
7,22 (m, 5H), 7,43 (m, 5H), 7,65 (d, 1H), 7,92 (dd, 1H).

N-Bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromo-1-(R)-hidroxietil)feniljmetano-sulfonamida (132)

Se afiadié una disolucion de BH3*THF en THF (1 M, 30,70 ml, 30,70 mmol) a una mezcla de N-bencil-N-[2-benciloxi-
5-(2-bromoacetil)fenillmetanosulfonamida (131) (25,00 g, 51,20 mmol) y R-metil-CBS-oxazoborolidina (1 M en
tolueno, 5,10 ml, 5,20 mmol) en THF anhidro (150 ml). La mezcla de reaccion se agitd6 a 0°C durante 15 min y
después a t.a. durante 16 h. Después se afiadio lentamente metanol (100 ml) para inactivar la reaccion. Después de
separar el disolvente por evaporacion en rotavapor, el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, diclorometano solo) para dar el bromo-alcohol 132 deseado en forma de un aceite naranja (23,80 g,
95% de rendimiento): RMN *H (500 MHz, CDCls) & 2,86 (s, 3H), 3,30-3,38 (m, 2H), 4,70 (m, 3H), 5,11 (s, 2H), 7,00
(m, 2H), 7,21 (m, 5H), 7,28 (d, 1H), 7,42 (m, 5H).

N-Bencil-N-(2-benciloxi-5-(R)-oxiranilfenil)metanosulfonamida (133)

Se afiadié carbonato potésico (0,50 g, 3,58 mmol) a una disolucion de N-bencil-N-[2-benciloxi-5-(2-bromo-1-
hidroxietil)fenillmetanosulfonamida (132) (1,00 g, 2,04 mmol) disuelto en una mezcla de disolventes de THF (8 ml) y
metanol (8 ml), y la mezcla de reaccion se agité a t.a. durante 2 h. Después de separar los disolventes por
evaporacion en rotavapor, el residuo se recogioé en diclorometano y se filtré con succion para separar los productos
inorganicos. El filtrado se concentr6 a vacio y después se coevapord con tolueno y se secO con alto vacio. El
epodxido 133 deseado se obtuvo en forma de un soélido blanco (1,01 g, >99% de rendimiento) y se uso6 directamente
para la siguiente etapa sin purificacion: RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 2,60 (m, 1H), 2,84 (s, 3H), 3,02 (dd, 1H), 3,66
(dd, 1H), 4,75 (s ancho, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,97 (d, 1H), 7,01 (d, 1H), 7,12 (dd, 1H), 7,22 (m, 5H), 7,41 (m, 5H).
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(R)-{4-[4-(4-{2-[3-(N-bencilmetanosulfonilamino)-4-benciloxi]fenil}-2-hidroxietilamino)butil]
fenil}butilcarbamato de bencilo (135)

Una mezcla de N-bencil-N-(2-benciloxi-5-(R)-oxiranilfenil)metanosulfonamida (133) (1,25 g, 3,05 mmol) y 4-[4-(4-
aminopentil)fenillbutiicarbamato de bencilo (134) (1,25 g, 3,39 mmol) en cloroformo anhidro (15 ml) se calent6 a
68°C en un tubo sellado durante 96 h. Después de este tiempo, la mezcla se enfrié a t.a. y el disolvente se separé
por evaporacion en rotavapor. El residuo resultante se purific6 por cromatografia en columna (gel de silice,
metanol/diclorometano 5:95). El aducto 135 deseado (0,35 g, 15% de rendimiento) se aislo en forma de una espuma
blanca: RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 0,88-0,94 (m, 3H), 1,21-1,61 (m, 10H), 2,34-2,57 (m, 5H), 2,86 (m, 3H), 3,19
(m, 2H), 3,43-3,69(m, 2H), 4,77 (s ancho, 3H), 5,07 (m, 2H), 5,30 (s, 2H), 6,86 -7,43 (m, 22H); m/z (ESI) 778
[C46H55N3065 + H]+.

N-[5-((1R)-2-{5-[4-(4-Aminobutil)fenil]pentan-2-ilamino}-1-hidroxietil)-2-hidroxifenil]-metanosulfonamida (136)

Una mezcla de (R)-{4-[4-(4-{2-[3-(N-bencilmetanosulfonilamino)-4-benciloxi]fenil}-2-hidroxietilamino)
butillfenil}butilcarbamato de bencilo (135) (0,35 g, 0,46 mmol), dihidréxido de paladio (50 mg, Pd(OH), sobre carbon
al 10%, 50% humedo) y etanol (15 ml) se agit6 a t.a. durante 16 h a presion atmosférica de hidrégeno. El catalizador
se separ0 por filtraciéon a través de tierra de diatomeas y el filtrado se concentré por evaporacion en rotavapor,
después se sec6 mas con alto vacio para dar la amina 136 deseada en forma de un sélido tostado (0,21 g, 97% de
rendimiento): RMN *H (500 MHz, CDs0D) & 1,08-1,11 (m, 3H), 1,21-1,61 (m, 10H), 2,34-2,57 (m, 5H), 2,71-2,92 (m,
8H), 4,63 (m, 1H), 6,84 -6,88 (m, 1H), 7,01-7,12 (m, 5H), 7,36 (s, 1H); m/z (ESI) 464 [C24H37N304S + H]".

Diacetato de N-(5-{2-[4-(4-{4-[N’'-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)guanidino]butil}-fenil)butilamino]-1-
(R)-hidroxietil)- 2-hidroxifenil)metanosulfonamida (137)

Se afiadio diisopropiletilamina (0,10 ml, 0,57 mmol) a una mezcla de N-[5-((1R)-2-{5-[4-(4-aminobutil)fenil] pentan-2-
ilamino}-1-hidroxietil)-2-hidroxifenil]-metanosulfonamida (136) (0,21 g, 0,45 mmol) e hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (5)(0,18 g, 0,45 mmol) en etanol absoluto (8 ml). La mezcla se agit6é a
70°C (bafio de aceite) durante 2 h. Después de este tiempo, la mezcla se enfri6 a t.a. y el disolvente se separ6 por
evaporacion en rotavapor. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, un gradiente de
(hidréxido aménico acuoso concentrado al 10% en metanol/en diclorometano de 10:90 a 30:70) y después se
purificd por HPLC semipreparativa (un gradiente de acetonitrilo/agua de 10:90 a 90:10, que contenia cada uno acido
acético concentrado al 0,01%) para dar el derivado de sulfonamida (137) en forma de un sélido tostado (25,0 mg,
8% de rendimiento): p.f. 76-80°C; RMN 'H (500 MHz, CDsOD) & 0,94-0,97 (m, 3H), 1,24 (s ancho, 1H), 1,40 (s
ancho, 1H), 1,51-1,60 (m, 6H), 1,90 (s, 6H), 2,49-2,66 (m, 6H), 2,89 (s, 3H), 3,11-3,19 (m, 2H), 4,63 (m, 1H), 6,63
(ancho, 2H), 6,80 (d, 1H), 6,98 (d, 1H), 7,06 (m, 4H), 7,16 (s, 1H); m/z (ESI) 676 [C30H42CINgOsS + H]".

Ejemplo 20

Sintesis de 3,5-diamino-6-cloro-N-{N-[4-(4-{4-[(R)-2-hidroxi-2-(3-hidroxifenil)etilamino]pentil}fenil)
butillcarbamimidoil}pirazina-2-carboxamida 143 (Esquema 11)

C]I/N | N
H H
> OH

143

4-[4-(4-Oxopentil)fenil]butilcarbamato de bencilo (140)

Se afiadié clorocromato de piridinio (7,32 g, 34,00 mmol) a una mezcla de 4-[4-(4-hidroxipentil)fenil]butiicarbamato
de bencilo (138) (6,27 g, 17,00 mmol) y tamices moleculares de 4A en diclorometano (250 ml) en 3 porciones y se
agitdé a t.a. durante 6 h. Después la mezcla de reaccion se filir6 a través de tierra de diatomeas y el filtrado se
concentré hasta un aceite negro. La purificacion por cromatografia en columna (silice, acetato de etilo/hexanos
30:70) dio la cetona 140 (6,58 g, >99% de rendimiento) en forma de un sélido blanco: RMN *H (500 MHz, CDCls) &
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1,50-1,56 (m, 2H), 1,60-1,66 (m, 2H), 1,85-1,90 (m, 2H), 2,11 (s, 3H), 2,42 (t, 2H), 2,56-2,60 (m, 4H), 3,19-3,23 (m,
2H), 4,70 (s ancho, 1H), 5,08 (s, 2H), 7,07 (s, 4H), 7,29-7,36 (m, 5H).

4-(4-{4-[(R)-2-Hidroxi-2-(3-hidroxifenil)etilamino]pentil}-fenil)butilcarbamato de bencilo (141)

Una disolucién de la sal del amino-alcohol 139 disponible comercialmente (0,39 g, 2,06 mmol) y la cetona 140 (0,75
g, 2,04 mmol) en metanol (10 ml) se agitd a temperatura ambiente durante 5 h. Después se afiadio
triacetoxiborohidruro (1,30 g, 6,13 mmol) en 4 porciones y se agité durante 14 h adicionales. Después la mezcla de
reaccion se filtro y el filtrado se concentr6. La purificacion por cromatografia (columna de silice, acetato de
etilo/hexanos 30:70, seguido de (hidroxido aménico concentrado/metanol al 10%)/diclorometano 10: 90) dio el
carbamato de butilo 141 (1,01 g, >99% de rendimiento) en forma de una espuma blanca pegajosa: RMN H (500
MHz, CDCl3) § 1,21 (s ancho, 3H), 1,48-1,74 (m, 10H), 2,00 (s, 3H), 2,50-2,60 (m, 5H), 2,92-3,30 (m, 5H), 4,88 (s
ancho, 1H), 4,97 (s ancho, 1H), 5,08 (s, 2H), 6,75 (s ancho, 2H), 6,89 (s ancho, 1H), 7,00-7,11 (m, 5H), 7,29-7,36 (m,
5H); m/z (ESI) 505 [C31HaoN204 + H]".

3-((R)-2-{5-[4-(4-Aminobutil)fenil]pentan-2-ilamino}-1-hidroxietil)fenol (142)

Una mezcla del butilcarbamato 141 (1,04 g, 2,06 mmol), dihidroxido de paladio (0,20 g, Pd(OH), sobre carbén al
10%, 50% humedo) y etanol (10 ml) se agité a t.a. durante 94 h a presion atmosférica de hidrégeno. El catalizador
se separ0 por filtracion a través de tierra de diatomeas y el filtrado se concentré por evaporacion en rotavapor. La
purificacion por cromatografia en columna (silice, un gradiente de (hidroxido amdnico concentrado/metanol al
10%)/diclorometano de 0:100 a 10:90) dio la amina 142 deseada (0,63 g, 83% de rendimiento) en forma de un sélido
tostado: RMN *H (500 MHz, CDClz) & 1,16-1,29 (m, 3H), 1,48-1,74 (m, 8H), 2,50-2,60 (m, 4H), 2,92-3,30 (m, 5H),
4,83 (s ancho, 1H), 6,71-6,72 (m, 1H), 6,83-6,85 (m, 2H), 7,00-7,15 (m, 5H); m/z (ESI) 371 [C23H34N20; + H]".

3,5-Diamino-6-cloro-N-{N-[4-(4-{4-[(R)-2-hidroxi-2-(3-hidroxifenil)etilamino]pentil}fenil)butillcarbamimidoil}
pirazina-2-carboxamida (143)

Se afiadié diisopropiletilamina (0,45 ml, 2,58 mmol) a una mezcla del amino-alcohol 142 (0,63 g, 1,69 mmol) e
hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (0,66 g, 2,58 mmol) en etanol absoluto
(10 ml). La mezcla se agité a 75°C (bafio de hielo) durante 4,5 h. Después de este tiempo, la mezcla se enfrié a t.a.
y el disolvente se separd por evaporacion en rotavapor. La purificacion por cromatografia en columna (gel de silice,
un gradiente de metanol/diclorometano de 5:95 a 10:90, seguido de un gradiente de (hidroxido amdénico acuoso
concentrado/metanol al 10%)/diclorometano de 5:95 a 10:90) y posterior secado en un horno de vacio a 40°C
durante 88 h dio el derivado de fenol 143 (0,30 g, 30% de rendimiento) en forma de un sélido amarillo: p.f. 82-86 °C;
RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) § 0,93 (dd, 3H, J= 6,0, 3,5 Hz), 1,21-1,28 (m, 1H), 1,32-1,40 (m, 1H), 1,49-1,60 (m,
6H), 1,75 (s, 1H), 2,49-2,66 (m, 5H), 3,11-3,19 (m, 2H), 4,44-4,48 (m, 1H), 5,17 (s ancho, 1H), 6,59-6,72 (m, 6H),
7,06-7,11 (m, 5H), 9,09 (s ancho, | H); m/z (ESI) 583 [C29H39CINgO3 + H]".

Ejemplo 21
Sintesis de 3,5-diamino-6-cloro-N-[N-(4-{4-[(R)-4-((1R,2S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilamino)pentillfenil}butil)-
carbamimidoil]pirazina-2-carboxamida (ALB 116995) (Esquema 6) y 3,5-diamino-6-cloro-N-[N-(4-{4-[(S)-4-

((1R,2S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilamino)pentil]fenil}butil)carbamimidoil]pirazina-2-carboxamida (147a)
(Esquema 12)

m-{2

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2392999 T3
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N NH2

4-{4-[(R)-4-((1R,2S)-1-Hidroxi-1-fenilpropan-2-ilamino)pentil]fenil}butilcarbamato de bencilo (145a) y 4-{4-[(R)-
4-((1R,2S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilamino)pentil]fenil}butilcarbamato de bencilo (145b)

Una disolucion de la sal del amino-alcohol 144 disponible comercialmente (0,22 g, 1,42 mmol), la cetona 140 (0,50 g,
1,36 mmol) y acido acético (0,08 ml) en metanol (8 ml) se agité a temperatura ambiente durante 1,5 h. Después se
afadio cianoborohidruro sédico (0,13 g, 2,06 mmol) y la reaccion se agitd6 durante 14 h adicionales. Después la
mezcla de reaccion se filtr6 y el filtrado se concentr6. La purificacion por cromatografia en columna (silice,
diclorometano, después (hidroxido amoénico concentrado/metanol al 10%)/diclorometano 10:90) dio el carbamato de
butilo 145a (0,19 g, 35% de rendimiento) en forma de un aceite incoloro transparente: RMN H (500 MHz, CDCl3) &
1,01 (d, 3H), 1,32-1,37 (m, 3H), 1,48-1,74 (m, 9H), 2,52-2,62 (m, 4H), 3,11-3,30 (m, 4H), 4,75 (s ancho, 1H), 5,08 (m,
2H), 7,08 (m, 4H), 7,28-7,37 (m, 10H); m/z (ESI) 503 [C32H42N203 + H]+ y 145b (187 mg, 36%) en forma de un aceite
incoloro transparente: RMN H (500 MHz, CDCl3) 6 0,87-0,94 (m, 3H), 1,21-1,27 (m, 3H), 1,48-1,74 (m, 9H), 2,52-
2,62 (m, 4H), 2,99 (s ancho, 1H), 3,11-3,30 (m, 3H), 4,73 (s ancho, 1H), 4,85-4,95 (m, 1H), 5,08 (m, 2H), 7,08 (m,
4H), 7,28-7,37 (m, 10H); m/z (ESI) 503 [C32H42N203 + H]".

(1R,2S)-2-{(R)-5-[4-(4-Aminobutil)fenil]pentan-2-ilamino}-1-fenilpropan-1-ol (46a) y (1R,2S)-2-{(S)-5-[4-(4-
aminobutil)fenil]pentan-2-ilamino}-1-fenilpropan-1-ol (146b)

Una mezcla del carbamato de butilo 145a (0,19 g, 0,37 mmol), dihidréxido de paladio (0,15 g, Pd(OH), sobre carbon
al 10%, 50% humedo) y etanol (6 ml) se agit6 a t.a. durante 66 h a presion atmosférica de hidrégeno El catalizador
se separo por filtracion a través de tierra de diatomeas y el filtrado se concentré por evaporacmn en rotavapor para
dar la amina 146a deseada (0,11 g, 77% de rendimiento) en forma de un aceite marrén: RMN 'H (500 MHz, CDs0D)
8 0,89-0,94 (m, 3H), 1,00-1,09 (m, 3H), 1,32-1,72 (m, 8H), 2,52-2,92 (m, 7H), 4,75 (s ancho, 1H), 7,08 (m, 4H), 7,28-
7,37 (m, 5H). Siguiendo el mismo procedimiento, usando el carbamato de butilo 145b (0,19 g, 0,37 mmol),
dihidréxido de paladio (150 mg, Pd(OH), sobre carbén al 10%, 50% himedo) y etanol (6 ml), se obtuvo la amina
146b (0,13 g, 99% de rendimiento) en forma de un aceite marron: RMN H (500 MHz, CD3;0D) & 0,87-0,96 (m, 3H),
1,01-1,09 (m, 3H), 1,32-1,72 (m, 8H), 2,52-2,92 (m, 7H), 4,75 (s ancho, 1H), 7,08 (m, 4H), 7,28-7,37 (m, 5H).

3,5-Diamino-6-cloro-N-[N-(4-{4-[(R)-4-((1R,2S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilamino)pentil]fenil}butil)-
carbamimidoil]pirazina-2-carboxamida (147a) y 3,5-Diamino-6-cloro-N-[N-(4-{4-[(S)-4-((1R,2S)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-ilamino)pentil]fenil}butil)carbamimidoil]pirazina-2-carboxamida (147b)

Se afiadi6 diisopropiletilamina (0,08 ml, 0,46 mmol) a una mezcla del amino-alcohol 146a (0,11 g, 0,28 mmol) e
hidroyoduro de la 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-metilisotiourea (5) (0,11 g, 0,28 mmol) en etanol
absoluto (3 ml). La mezcla se agité a 75°C (bafio de aceite) durante 5,5 h. Después de este tiempo, la mezcla se
enfrié a t.a. y el disolvente se separd por evaporaciéon en rotavapor. El residuo se purific6 por cromatografia en
columna (gel de silice, un gradiente de metanol/diclorometano de 5:95 a 10:90, seguido de (hidroxido amonico
acuoso concentrado/metanol al 10%) / diclorometano 10:90). La purificacion adicional por TLC preparativa (silice,
(hidréxido amonico acuoso concentrado/metanol al 10%)/diclorometano 10:90) dio el derivado de carboxamida 147a
(0,04 g, 25% de rendimiento) en forma de un soélido amarillo: p.f. 60-64 °C; RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 0,78 (m,
3H), 0,91-1,03 (m, 3H), 1,22-1,63 (m, 9H), 2,59-2,66 (m, 2H), 2,71-2,92 (s ancho, 2H), 3,11-3,19 (m, 2H), 3,28-3,30
(m, 1H), 4,58 (s ancho, 1H), 6,68 (s ancho, 2H), 7,06-7,11 (m, 4H), 7,20-7,32 (m, 5H), 9,09 (s ancho, 1H); m/z (ESI)
583 [C30H41CINgO; + H]+. Siguiendo el mismo procedimiento, usando la amina 146b (0,13 g, 0,36 mmol), la tiourea 5
(0,14 g, 0,37 mmol), y diisopropiletilamina (0,10 ml, 0,57 mmol) en etanol (4 ml), se obtuvo el compuesto 147b (0,03
g, 13% de rendimiento) en forma de un sélido amarillo: p.f. 58-62°C; RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & 0,81 (s ancho,
3H), 0,99-1,18 (m, 3H), 1,29-1,63 (m, 8H), 2,59-2,66 (m, 3H), 2,81-3,19 (m, 4H), 4,70 (s ancho, 1H), 6,50-7,11 (m,
7H), 7,20-7,32 (m, 5H), 9,09 (s ancho, 1H); m/z (ESI) 583 [C3oH41CINgO + H]J".

Ejemplo 22
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Sintesis del di-L-lactato de (R)-3,5-diamino-N-(N-4-(4-(2-(3-(2-(4-(benciloxi)-3-formamidofenil)-2-
hidroxietilamino)butilamino)-2-oxoetoxi)fenil)butil)carbamimidoil)-6-cloropirazina-2-carboxamida 160
(Esquema 13)

H,N.__N__NH,

¢ N o \rrurﬂl i R > NHCHO
.2C3H603 O CH3 OBn

160

3-Hidroxibutilcarbamato de bencilo (149)

Una disolucién de 4-aminobutan-2-ol (3,00 g, 33,65 mmol) y diiso-propiletilamina (DIPEA, 8,79 ml, 50,48 mmol) en
diclorometano (anhidro, 100 ml) se enfri6 en un bafio de hielo/agua durante 15 min. A esta disoluciéon se afadio
CbzClI (5,74 ml, diluido con 20 ml de diclorometano anhidro) gota a gota en 30 min. Se retir6 el bafio de hielo y la
mezcla de reaccion resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h adicionales. Después de este tiempo, la
mezcla se concentrd y el residuo resultante se cromatografio (gel de silice, un gradiente de metanol/diclorometano
de 1:99 a 3:97), dando el compuesto 149 (8,91 g, rendimiento cuantitativo) en forma de un aceite viscoso marrén
claro: RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 1,20 (d, 3H), 1,58 (m, 2H), 3,22 (m, 2H), 3,90 (m, 1H), 5,10 (s, 2H), 5,28 (s
ancho, 1H), 7,34 (m, 5H); m/z (ESI) 224 [M+ H]".

3-(terc-Butildimetilsililoxi)butilcarbamato de bencilo (150)

Una disolucién del compuesto 149 (4,49 g, 20,13 mmol) e imidazol (2,05 g, 30,20 mmol) en diclorometano (anhidro,
60 ml) se enfrié en un bafio de hielo/agua. Se afiadié a la disoluciéon TBDMSCI (3,34 g, 22,14 mmol) en una porcion
y la mezcla se agité durante una noche mientras se dejaba que la temperatura subiera naturalmente hasta la
temperatura ambiente. Después de este tiempo, el sélido precipitado se separé por filtracion. el filtrado se carg6 en
una almohadilla corta de gel de silice y se eluyé con acetato de etilo/hexanos 12:88, dando 7,10 g (rendimiento
cuantitativo) del producto 150 deseado en forma de un liquido incoloro: RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 0,49 (s, 3H),
0,51 (s, 3H), 0,85 (s, 9H), 1,09 (d, 3H), 1,69 (m, 2H), 3,20 (m, 2H), 3,88 (m, 1H), 4,67 (m, 1H), 5,0 (s, 2H), 5,15 (s
ancho, 1H), 7,28(m, 5H); m/z (ESI) 338 [M + H]"

3-(terc-Butildimetilsililoxi)butan-1-amina (151)

Una suspension del compuesto 150 (7,10 g, 21,06 mmol) disuelto en etanol (50 ml) y catalizador de paladio (1,50 g,
Pd sobre carbon al 10%, 50% humedo) se agité en atmdésfera de hidrogeno durante 5 h. El catalizador se separ6 por
filtracion y se lavo con etanol (3x15 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron a vacio hasta
sequedad completa, dando el compuesto 151 (3,60 g, 84% de rendimiento) en forma de un aceite viscoso incoloro:
RMN *H (500 MHz, CDsOD) § 0,48 (s, 3H), 0,53 (s, 3H), 0,90 (s, 9H), 1,10 (s, 3H), 1,55 (m, 2H), 2,68 (m, 2H), 3,88
(m, 1H); m/z (ESI) 204 [M + H]".

4-(4-(2-(3-(terc-Butildimetilsililoxi)butilamino)-2-oxoetoxi)fenil)-butilcarbamato de bencilo (153)

A una suspension que contenia el acido 2-(4-(4-(benciloxicarbonilamino)butil)fenoxi)acético 152 (5,07 g, 14,18
mmol) y carbonildiimidazol (CDI, 2,87 g, 17,73 mmol) en THF-hidrazina (anhidro, 50 ml) se afiadié el compuesto 151
(3,61 g, 17,73 mmol, disuelto en 5 ml de THF anhidro), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una
noche. El solido se separ6 por filtracion y se lavé con THF (3 x 20 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y se
concentraron. El residuo se sometié a cromatografia en columna (un gradiente acetato de etilo/hexanos de 0:100 a
50:50), dando el producto 153 deseado (4,33 g, 56% de rendimiento) en forma de un aceite viscoso incoloro: RMN
'H (500 MHz, CDCls) & 0,48 (s, 3H), 0,53 (s, 3H), 0,90 (s, 9H), 1,18 (s, 3H), 1,53-1,75 (m, 6H), 2,62 (m, 2H), 3,24 (m,
2H), 3,44 (m, 2H), 3,93 (m, 1H), 4,18 (s ancho, 1H), 4,46 (s, 2H), 4,78 (s ancho, 1H), 5,12 (s, 2H), 6,83 (d, 2H), 7,08
(d, 2H), 7,36 (m, 5H); m/z (ESI) 534 [M + H]".

4-(4-(2-(3-(Hidroxibutilamino)-2-oxoetoxi)fenil)butilcarbamato de bencilo (154)
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Una disolucién del compuesto 153 (4,33 g, 7,97 mmol) y TBAF (disolucién 1 M en THF, 24 ml) en THF (20 ml) se
agitd a temperatura ambiente durante 72 h, y después se concentrd. El residuo se someti6 a cromatografia en
columna (un gradiente de acetato de etilo/hexanos 50:50 a 10:90), dando 2,32 g (67% de rendimiento) del producto
54 deseado: RMN *H (300 MHz, CDCls) & 1,22 (s, 3H), 1,33 (m, 1H), 1,43 (m, 1H), 1,53-1,77 (m, 4H), 2,41 (m, 2H),
2,62 (t, 2H), 2,92 (s ancho, 1H), 3,24 (m, 2H), 3,78 (m, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,75 (s ancho, 1H), 5,12 (s, 2H), 6,8 (d, 2H),
7,12 (d, 2H), 7,36 (m, 5H); m/z (ESI) 429 [M + H]".

4-(4-(2-Ox0-2-(3-(oxobutilamino)etoxi)fenil)butilcarbamato de bencilo (155)

Una mezcla del compuesto 154 (1,21 g, 2,82 mmol) y PCC (1,83 g, 8,46 mmol) en diclorometano (20 ml) se agit6 a
temperatura ambiente durante una noche. Después de este tiempo, la mezcla se someti6 a cromatografia en
columna (un gradiente de acetato de etilo/hexanos de 50:50 a 80:20) para dar el producto 55 deseado (0,85 g, 71%
de rendimiento) en forma de un sdlido blanquecino: RMN H (300 MHz, CDCl3) 6 1,53-1,70 (m, 4H), 2,12 (s, 3H),
2,57 (t, 2H), 2,72 (t, 2H), 3,22 (m, 2H), 3,64 (m, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,75 (s ancho, 1H), 5,12 (s, 2H), 6,81 (d, 2H), 7,12
(d, 2H), 7,36 (m, 5H); m/z (ESI) 427 [M + H]".

(R)-4-(4-(2-(3-(2-(4-(benciloxi)-3-formamidofenil)-2-hidroxietilamino)butilamino)-2-oxoetoxi)
fenil)butilcarbamato de bencilo (157)

Una disolucion que contenia el compuesto 55 (0,86 g, 2,01 mmol) y (R)-N-(5-(2-amino-1-hidroxietil)-2-
benciloxi)fenil)formamida 56 (0,41 g, 2,12 mmol) en metanol (anhidro, 10 ml) se agité a temperatura ambiente
durante 3 h. Después se afiadi6 a la disolucion NaCNBH3; (0,38 g, 6,05 mmol) en una porcién, y la mezcla se agitd
continuamente a temperatura ambiente durante una noche. Después de este tiempo la mezcla se concentré y el
residuo se sometid a cromatografia (un gradiente metanol/diclorometano de 0:100 a 9:91) para dar el producto 57
deseado (1,01 g, 83% de rendimiento): RMN *H (300 MHz, CDsOD) & 1,33 (m, 3H), 1,47-1,68 (m, 4H), 1,77 (m 1H),
2,02(m, 1H), 2,54 (m, 2H), 3,02-3,26 (m, 5H), 3,56 (m, 2H), 4,54 (d, 2H), 4,84 (m, 1H), 5,10 (s, 2H), 6,90 (m, 3H),
7,12 (m, 3H), 7,35 (m, 5H), 8,13 (s, 1H), 8,33(s, 1H); m/z (ESI) 607 [M + H]".

(R)-2-(4-(4-Aminobutil)fenoxi)-N-(3-(2-(4-(benciloxi)-3-formamidofenil)-2-hidroxietilamino)butil)acetamida (158)

Una mezcla del compuesto 57 (1,01 g, 1,66 mmol) disuelto en metanol (50 ml) y catalizador de paladio (0,30 g, Pd
sobre carbén al 10%, 50% humedo) se agité durante una noche a temperatura ambiente a presion atmosférica de
hidrégeno. El catalizador se separ6 por filtracién y se lavé con metanol (3x15 ml). El filtrado y los lavados se
combinaron y se concentraron a vacio hasta sequedad completa, dando el compuesto 158 (0,71 g, 91% de
rendimiento) en forma de una espuma blanquecina: RMN H (300 MHz, CDs0D) & 1,14 (m, 3H), 1,50-1,82 (m, 6H),
2,60 (m, 2H), 2,78 (m, 4H), 3,34 (m, 3H), 4,50 (s, 2H), 4,65 (m, 1H), 6,84 (m, 3H), 7,14 (m, 3H), 8,13 (s, 1H), 8,33 (s,
1H); m/z (ESI) 473 [M + H]".

(R)-3,5-Diamino-N-(N-4-(4-(2-(3-(2-(4-(benciloxi)-3-formamidofenil)-2-hidroxietilamino)butilamino)-2-
oxoetoxi)fenil)butil)carbamimidoil)-6-cloropirazina-2-carboxamida (159)

Una suspension del compuesto 158 (0,65 g, 1,37 mmol), base de Hunig (0,96 ml, 5,50 mmol) y etanol (5 ml) se
calent6 a 70°C durante 30 min, y después se afiadié hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonil)-2-
metilisotiourea (0,59 g, 1,51 mmol). La disolucién resultante se agité continuamente a esta temperatura durante 3 h
adicionales antes de enfriarla a temperatura ambiente. El sélido no disuelto se separd por filtracion. El filtrado se
concentré. El residuo resultante se sometié a cromatografia en columna (un gradiente de (hidroxido aménico
concentrado en metanol al 10%)/diclorometano de 0:100 a 16:84) para dar el compuesto 159 (0,103 g, 27% de
rendimiento) en forma de un so6lido amarillo: RMN H (500 MHz, CD30D) & 1,12 (m, 3H), 1,58 (m, 2H), 1,68 (m, 4H),
2,58 (m, 2H), 2,75 (m, 3H), 3,28 (m, 4H), 4,48 (s, 2H), 4,67 (m, 1H), 6,87 (d, 1H), 6,93 (d, 2H), 7,01 (d, 1H), 7,18 (d,
2H), 8,06 (s, 1H), 8,33(s, 1H); m/z (ESI) 685 [M + H]".

Di-L-lactato de la (R)-3,5-diamino-N-(N-4-(4-(2-(3-(2-(4-(benciloxi)-3-formamidofenil)-2-hidroxietilamino)-
butilamino)-2-oxoetoxi)fenil)butil)carbamimidoil)-6-cloropirazina-2-carboxamida [160]

Se afiadi6 &cido L-lactico (0,027 g, 0,30 mmol) a una suspension del compuesto 159 (0,103 g, 0,15 mmol) en etanol
(10 ml), y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h. Después la disolucion se concentré a vacio y se
secé completamente para dar el compuesto 160 (0,129 g, rendimiento cuantitativo) en forma de un sélido amarillo
palido: p.f. 82-86°C; [a]p>® -3,01°; RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 1,12 (m, 3H), 1,22 (d, 6H), 1,56 (m, 5H), 1,74 (m,
1H), 2,80 (m, 2H), 2,94 (m, 1H), 3,20 (m, 4H), 3,98 (q, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,65 (m, 1H), 6,88 (m, 4H), 7,14 (d, 2H),
8,10 (s, 1H), 8,30 (s, 1H); m/z (ESI) 685 [M + HJ".
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Ejemplo 23

Sintesis de di-L-lactato de la N-(N-(4-(4-((S)-4-((R)-2-(3-acetamido-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino)-
pentil)fenil)butil)carbamimidoil)-3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carboxamida [175] (Esquema 14)

175

(R)-N-5-(2-Amino-1-hidroxietil)-2-(benciloxi)fenil)acetamida (171)

Una suspension del compuesto 170 (300 mg, 0,93 mmol) y catalizador de paladio (50 mg, Pd sobre carb6n al 10%,
50% humedo) en una mezcla de disolventes de EtOH y EtOAc (6 ml, 1/1) se sometid a hidrogenacién durante 3,5 h
a35 kg/cm2 de presién de hidrégeno a t.a. El catalizador se separ6 a través de Celite y se lavd con EtOH (3 x 5 ml).
Los filtrados y lavados combinados se concentraron y se secaron mas con alto vacio para dar el producto 171
deseado (124 mg, 54% de rendimiento) en forma de un soélido amarillo claro que se uso6 directamente sin mas
purificacion. RMN H (500 MHz, CD3;0D) 6 2,16 (s, 3H), 2,81 (d, 2H), 4,55 (m, 1H), 6,82 (m, 1H), 6,99 (m, 1H), 7,64
(s, 1H); m/z (ESI) 211 [M + H]".

4-(4-(4-(R)-2-(3-Acetamido-4-benciloxi)fenil)-2-hidroxietilamino)-pentil)fenil)butilcarbamato de bencilo (172)

Una disolucion de los compuestos 171 (124 mg, 0,59 mmol) y 40 (217 mg, 0,59 mmol) en metanol (anhidro, 5 ml) se
agité a temperatura ambiente durante 2,5 h. A esta disolucion después se afiadi6 NaCNBH; (100 mg, 1,59 mmol) en
una porcion, y la mezcla se agitdé continuamente a temperatura ambiente durante una noche. Después de este
tiempo, la mezcla se concentrd y el residuo se sometié a cromatografia (un gradiente de metanol/diclorometano de
5:95 a 10:90) para dar el producto 172 deseado (183 mg, 55% de rendimiento) en forma de un sélido amarillo claro:
RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 1,21 (m, 3H), 1,50-1,65 (m, 8H), 2,16 (s, 3H), 2,54 (m, 4H), 2,72-3,12 (m, 3H), 3,18 (m,
2H), 3,58 (m, 1H), 4,76 (m, 1H), 4,80 (ancho, s, 1H), 5,07 (m, 2H), 6,88 (m, 1H), 6,94 (m, 1H), 7,04 (s, 4H), 7,34 (s
ancho, 5H), 8,45 (s, 1H); m/z (ESI) 562 [M + H]".

N-(5-((1R)-2-(5-(4-(4-Aminobutil)fenil)pentan-2-ilamino)-1-hidroxietil)-2-benciloxifenil)acetamida (173)

Una mezcla del compuesto 172 (180 mg, 0,32 mmol) y catalizador de paladio (100 mg, Pd sobre carbén al 10%,
50% humedo) en etanol (5 ml) se sometid a hidrogenacién durante una noche a temperatura ambiente y presién de
H,. El catalizador se filtr6 con vacio y se lavé con etanol (3 x 5 ml). El filtrado y los lavados se combinaron y
concentraron para dar el producto 173 deseado (119 mg, 87% de rendimiento) en forma de un sdélido incoloro vitreo,
gue se uso directamente sin mas purificacion: RMN H (500 MHz, CD30D) 6 1,13 (m, 3H), 1,35-1,76 (m, 8H), 2,17 (s,
3H), 2,60 (m, 4H), 2,83 (m, 5H), 4,65 (m, 1H), 6,83 (m, 1H), 7,03 (m, 1H), 7,10 (m, 4H), 7,70 (s, 1H); m/z (ESI) 428
[M+H]"

N-(N-(4-(4-((S)-4-((R)-2-(3-Acetamido-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino)-pentil)fenil)butil)carbamimidoil)-3,5-
diamino-6-cloropirazina-2-carboxamida (174)

Una disolucién de compuesto 173 (115 mg, 0,27 mmol), base de Hunig (0,07 ml, 0,40 mmol) y etanol (3 ml) se
calent6 a 75°C durante 30 min. Después se afiadio a la disolucién hidroyoduro de 1-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonil)-2-metilisotiourea (105 mg, 0,27 mmol). La disolucién resultante se agitdé continuamente a esta temperatura
durante 6 h adicionales antes de enfriarla a temperatura ambiente. El disolvente se separé por evaporacion. El
residuo resultante se sometié a cromatografia en columna (silice, un gradiente de (hidr6xido aménico en metanol al
10%)/diclorometano de 1 a 15) para dar el compuesto 174 (51 mg, 30% de rendimiento) en forma de un solido
amarillo: [cJ(]D25 -9,1° (c 0,25, metanol); RMN H (500 MHz, CD30D) 4 1,05 (m, 3H), 1,32 (m, 2H), 1,50-1,80 (m, 6H),
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2,17 (s, 3H), 2,53 (m, 4H), 2,66-2,86 (m, 3H), 3,25 (m, 2H), 4,66 (m, 1H), 6,83 (m, 1H), 6,98 (m, 1H), 7,10 (m, 4H),
7,72 (s, 1H); m/z (ESI) 640 (M + H)".

Di-L-lactato de la N-(N-(4-(4-((S)-4-((R)-2-(3-acetamido-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino)pentil)fenil)butil)-
carbamimidoil)-3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carboxamida [175]

El compuesto 175 (54 mg, rendimiento cuantitativo), un sélido amarillo, se preparé a partir del compuesto 174 por un
procedimiento similar al compuesto 168a: p.f. 46-50°C (descomposicion); RMN H (500 MHz, DMSO-dg) 6 1,05 (m,
3H), 1,17 (s, 6H), 1,32 (m, 2H), 1,50-1,80 (m, 6H), 2,08 (s, 3H), 2,53 (m, 4H), 2,60-2,82 (m, 2H), 2,94 (m, 1H), 3,20
(m, 2H), 3,43 (m, 2H), 3,87 (m, 2H), 4,63 (m, 1H), 6,68 (s ancho, 1H), 6,81 (m, 1H), 6,92 (m, 1H), 7,10 (m, 4H), 7,28
(s ancho, 1H), 7,71 (s, 1H), 9,34 (s, 1H); m/z (ESI) 640 [M + H]".

Procedimientos

Efectos farmacolégicos y mecanismo de accién del farmaco en animales

El efecto de los compuestos para potenciar la eliminacion mucociliar (MCC) se puede medir usando un modelo in
vivo descrito por Sabater y col., Journal of Applied Physiology, 1999, 87(6) pag. 2191-2196, incorporado en el
presente documento por referencia.

Preparacion de los animales: Ovejas adultas de hasta 75 kg se sujetaron y pusieron en posicién erguida mediante
un arnés de cuerpo especializado. Las cabezas de los animales se inmovilizaron y se proporcion6 anestesia local de
las fosas nasales (lidocaina al 2%) antes de la intubacion nasal (tubo endotraqueal (ETT)) de 7,5 mm de D.I.
(Mallinckrodt Medical, St. Louis, MO). El globo del ETT se puso justo debajo de las cuerdas vocales. Después de
intubacion, los animales se dejaron equilibrar durante aproximadamente 20 min antes de empezar las mediciones de
MCC.

Medicién in vivo de la MCC en ovejas: Se generaron aerosoles de coloide de azufre radiomarcado con tecnecio
(99mTc-SC 3,1 mg/ml, ~ 10-15 mCi) mediante un nebulizador Raindrop (Nellcor Puritan Bennett, Pleasanton, CA)
gue produce una gota con didmetro aerodinamico medio de 3,6 um. El nebulizador se conecté a un sistema
dosimetro que consistia en una valvula de solenoide y una fuente de aire comprimido (1,4 kg/cm?). La salida del
nebulizador se dirigié a una pieza en T, con un extremo unido a un respirador (aparato Harvard, South Natick, MA).
El sistema se activo durante 1 s al inicio del ciclo de inspiracién del respirador. El volumen de ventilacién pulmonar
se fij6 en 300 ml, con una relacion de inspiracion a expiracion de 1:1, y una velocidad de 20 respiraciones/min, para
maximizar la deposicién en las vias respiratorias centrales. La oveja respir6 el aerosol de 99mTc-SC durante 5 min.
Después de la deposicion del trazador, se usé una camara gamma para medir la eliminacion de 99mTc-SC de las
vias respiratorias. La cdmara se colocé encima de la espalda del animal con la oveja en su posicién erguida natural
en el arnés. El campo de la imagen era perpendicular a la médula espinal del animal. Los marcadores
radiomarcados externos se pusieron en la oveja para facilitar el alineamiento adecuado de la camara gamma. Se
siguié una region de interés en la imagen correspondiente al pulmén derecho de la oveja y se registraron los
recuentos. Los recuentos se corrigieron para la desintegracion y se expresaron como un porcentaje de la
radiactividad presente en la imagen de valores iniciales. El pulmén izquierdo se excluyé del analisis porque el
contorno del pulmén estaba superpuesto sobre el estbmago y al recuento le podia afectar el moco marcado con
99mTc-SC tragado. Todas las imagenes de deposicion se almacenaron en un ordenador conectado con la camara
gamma. El protocolo incluia una imagen de deposicion de los valores iniciales obtenida inmediatamente después de
la administracién del aerosol. Después de la adquisicion de las imagenes de los valores iniciales, se aerosolizaron 4
ml de H,O (vehiculo), formoterol (3 mM) o una entidad quimica nueva (3 mM) usando el nebulizador Pari LC JetPlus,
en la oveja con respiracion libre, usando dos protocolos separados. Protocolo 1, los datos adquiridos
inmediatamente después de la dosificacion (tiempo de 0 a 1 h) indicaban la respuesta fisiolégica inmediata “eficacia
a corto plazo”, protocolo 2, los datos adquiridos 4 h después de la dosificacién indicaban la durabilidad del
compuesto y “eficacia a largo plazo”. El nebulizador tenia un caudal de 8 I/min y el tiempo para suministrar la
disolucion era 10-12 min. Tras completarse la administracion del compuesto, el animal se extubd inmediatamente
para prevenir las elevaciones falsas de recuentos debido a la aspiracion en exceso de moco marcado con 99mTc-
SC del ETT. Se obtuvieron mediciones en serie del 99mTc-SC retenido en el pulmén a lo largo de un periodo de 1 h
a intervalos de 5 min. Un periodo de lavado de al menos 7 dias (semivida del 99mTc-SC = 6 h) separ6 los estudios
con los diferentes agentes.

Analisis estadistico: Los datos de los ensayos de MCC en ovejas in vivo se analizaron usando una ANOVA de dos
factores con mediciones repetidas, seguido del andlisis de la pendiente de la regresion lineal de la grafica de
retencion frente a tiempo usando un ANOCOVA para comparar pendientes, y si era necesario un ensayo de
comparacion multiple (Newman-Keuls). Se calculd el porcentaje de actividad retenida (después de 4 h) dividiendo el
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valor de la pendiente del protocolo 2 entre el valor de la pendiente obtenido en el protocolo 1 y multiplicando por
100%.

Preparacion de los animales: Ovejas adultas (en un intervalo de peso de 25 a 35 kg) se sujetaron y pusieron en
posicion erguida mediante un arnés de cuerpo especializado adaptado a un carro de compra modificado. Las
cabezas de los animales se inmovilizaron y se proporcion6 anestesia local de las fosas nasales con lidocaina al 2%.
Después se llevo a cabo la intubacion nasal de los animales con un tubo endotraqueal (ETT) de 7,5 mm de diametro
interno. El globo del ETT se puso justo debajo de las cuerdas vocales y su posicion se verificd con un broncoscopio
flexible. Después de intubacion, los animales se dejaron equilibrar durante aproximadamente 20 min antes de
empezar las mediciones de eliminacion mucociliar.

Administracién de radioaerosol: Se generaron aerosoles de 9MTc-albimina de suero humano (3,1 mg/ml, que
contenia aproximadamente 20 mCi) mediante un nebulizador Raindrop que produce una gota con un diametro
aerodinamico medio de 3,6 um. El nebulizador se conect6 a un sistema dosimetro que consistia en una valvula de
solenoide y una fuente de aire comprimido (1,4 kg/cmz). La salida del nebulizador se dirigié a un conector en T de
plastico, con un extremo conectado al tubo endotraqueal y el otro conectado a un respirador de pistén. El sistema se
activo durante 1 s al inicio del ciclo de inspiracion del respirador. El respirador se ajusto a un volumen de ventilacion
pulmonar de 500 ml, con una relacidn de inspiracion a expiracion de 1:1, y una velocidad de 20 respiraciones/min,
para maximizar la deposicion en las vias respiratorias centrales. La oveja respird el aerosol radiomarcado durante 5
min. Se usé una camara gamma para medir la eliminacion de *"Tc-albumina de suero humano de las vias
respiratorias. La camara se colocd encima de la espalda del animal con la oveja en su posicion erguida natural
soportada en un carro, de modo que el campo de la imagen era perpendicular a la médula espinal del animal. Se
pusieron en la oveja marcadores radiomarcados externos para asegurar el alineamiento adecuado de la camara
gamma. Todas las imagenes se almacenaron en un ordenador integrado con la camara gamma. Se siguié una
region de interés sobre la imagen correspondiente al pulmon derecho de la oveja y se registraron los recuentos. Los
recuentos se corrigieron para la desintegracion y se expresaron como un porcentaje de la radiactividad presente en
la imagen de valores iniciales. El pulmén izquierdo se excluyé del analisis porque el contorno del pulmén estaba
superpuesto sobre el estbmago y al recuento le podia afectar el moco radiomarcado tragado y que entra en el
estomago.

Protocolo de tratamiento (Evaluacién de la actividad en t cero): Se obtuvo una imagen de deposicion de los valores
iniciales inmediatamente después de la administracion del radioaerosol. En el tiempo cero, después de la
adquisicion de la imagen de los valores iniciales, se aerosoliz6 vehiculo control (agua destilada), control positivo
(amilorida) o compuestos experimentales, en un volumen de 4 ml usando un nebulizador Pari LC JetPlus, en
animales con respiracion libre. El nebulizador se accionaba por aire comprimido con un flujo de 8 litros por minuto. El
tiempo de suministro de la disolucion era de 10 a 12 minutos. Los animales se extubaron inmediatamente después
del suministro de la dosis total con el fin de prevenir las elevaciones falsas de recuentos causadas por la aspiraciéon
de exceso de radiotrazador del ETT. Se obtuvieron imagenes en serie del pulmoén a intervalos de 15 min durante las
primeras 2 h después de la dosificacién y cada hora durante las siguientes 6 horas después de la dosificacion,
durante un periodo total de observacion de 8 horas. Un periodo de lavado de al menos 7 dias separaba las sesiones
de dosificacion con diferentes agentes experimentales.

Protocolo de tratamiento (Evaluacion de la actividad en t 4 h): La siguiente variacion del protocolo estandar se usé
para evaluar la durabilidad de la respuesta después de una sola exposicién al vehiculo control (agua destilada),
compuestos control positivo (amilorida o benzamilo) o agentes en investigacion. En el tiempo cero, se aerosolizé
vehiculo control (agua destilada), control positivo (amilorida) o compuestos en investigacion en un volumen de 4 ml
usando un nebulizador Pari LC JetPlus, en animales con respiracion libre. El nebulizador se accionaba por aire
comprimido con un flujo de 8 litros por minuto. El tiempo de suministro de la disolucién era de 10 a 12 minutos. Los
animales se sujetaron en posicién erguida en un arnés corporal especializado durante 4 horas. Al final del periodo de
4 h, los animales recibieron una sola dosis de ®mrc albdmina de suero humano (3,1 mg/ml; que contenia
aproximadamente 20 mCi) de un nebulizador Raindrop. Los animales se extubaron inmediatamente seguido del
suministro de la dosis total de radiotrazador. Se obtuvo inmediatamente una imagen de deposicion de los valores
iniciales después de la administracion del radioaerosol. Se obtuvieron imagenes en serie del pulmén a intervalos de
15 min durante las primeras 2 h después de la administracion del radiotrazador (que representa de las horas 4 a 6,
después de la administracién del farmaco) y cada hora durante las siguientes 2 horas después de dosificacion,
durante un periodo total de observacion de 8 horas. Un periodo de lavado de al menos 7 dias separaba las sesiones
de dosificacion con diferentes agentes experimentales.

Andlisis estadistico: Los datos se analizaron usando SYSTAT para Windows, version 5. Los datos se analizaron
usando un ANOVA de dos factores (para evaluar los efectos generales), seguido de una prueba t para datos
pareados para identificar las diferencias entre pares especificos. La significancia se acepté cuando P era menor o
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igual a 0,05. Los valores de la pendiente (calculados a partir de datos recogidos durante los 45 min iniciales después
de la administracion de la dosis en el t cero de evaluacion) para las curvas de MCC media se calcularon usando
regresion lineal por minimos cuadrados para evaluar las diferencias en las velocidades iniciales durante la fase
rapida de eliminacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la férmula (1):

O ]

! NHR
N |

X N=C—N

= 2
Y T;l NHR

en la que

X es hidrégeno, halégeno, trifluorometilo, alquilo C;-C7, fenilo sustituido o no sustituido, alquiltio C1-C-, fenil-(alquil
C;-Cy)-tio, (alquil C41-C7)-sulfonilo, o fenil-(alquil C1-C7)-sulfonilo;

Y es hidrégeno, hidroxilo, mercapto, alcoxi C;1-C7, alquiltio C,-C, halégeno, alquilo C;-C+, grupo fenilo sustituido o no
sustituido, 0 -N(R?)s;

R* es hidrégeno o alquilo C;-C7;
cada R? es, independientemente, -R’, -(CH2)m-OR®, -(CH2)m-NR'R™,
-(CH2)s(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -(CH2-CH20)-R?,

-(CH2CH20)m-CH2CH,NR'R™Y, -(CH2)0-C(=0)NR'R™, ~(CH2)n-Zg-R’, -(CH2)m-NR™-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, -
(CH2),-CO2R’, 0

o K
—(CHz)n—Q\A 2
O ¥

R? y R* son cada uno, independientemente, hidrégeno, un grupo representado por la férmula (A), alquilo C;-Cy,
hidroxi-alquilo C1-C7, fenilo, fenil-(alquilo C1-C-), (halogenofenil)-(alquilo C;-C5), (alquilfenilalquilo) C1-C7, ((alcoxi Ci-
Co)fenil)-(alquilo C;-C-), naftil-(alquilo C1-C7), o piridil-(alquilo C1-C7), con la condicién de que al menos uno de R® y
R"es un grupo representado por la férmula (A):

Q=0

\
ORI AR Va (A)

Q—4aQ

en la que

cada R" es, independientemente, -R’, -(CH2),-OR®, -O-(CH2)n-OR®,
-(CH2)n-NR'R™, -O-(CH2)m-NR'R™, -(CH2),(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®,
-0-(CH2)m(CHOR®)(CHOR?®),-CH,0R®, -(CH,CH,0)m-R®,
-O-(CH2CH20)-R?, -(CH2CH,0)m-CH2CH,NR'R™Y,
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-0-(CH2CH20)m-CH2CH2NR'R™, -(CH,)n-C(=O)NR'R™,
-O-(CH2)m-C(=O)NR'R™®, -(CH2)n-(Z)¢-R’, -O-(CH2)m-(Z)s-R’,
-(CH2)n-NR™-CH2(CHOR®)(CHOR®)n-CH20R®,
-O-(CHz2)m-NR*-CH,(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR?,

«(CH2)n-CO2R’, -O-(CH2)n-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurénido, -O-glucosa,

R’ 7
O (0] R
—O-+CHy R’? 0 _(CH2)n‘£% 7

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

cada p es un numero entero de 0 a 10;

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

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

Conector-(CHy),-CR*R™-Remate, Conector-(CHg)n(CHORE?(CHORS)n-CR“R“-Remate, Conector-(CH,CHzO)-
CH,-CR™R'"-Remate, Conector-(CH2CH;0)m-CH2CH,-CR™R'-Remate, ~ Conector-(CH2)q-(2);-CR'R*-Remate,
Conector-(CH2)n(Z)g-(CH2)m-CR™R™'-Remate, Conector-(CH,)n-NR**-CH2(CHOR®)(CHOR®),-CR™R'"-Remate,
Conector-(CHz)n-(CHOR®),CH,-NR™-(2),CR"'R"*-Remate, Conector-(CH2)n,NR™-(CH2)m(CHOR®),CH,NR-(2),-
CR™R'"-Remate, Conector-(CHy)m-(Z)q-(CH2)m-CR™'R*-Remate, Conector-NH-C(=0)-NH-(CH,)n-CR"'R"-Remate,
Conector-(CHz)m-C(:O)NR13-(1CH2)m-CF21 R'-Remate, Conector-(CHz)n-(Z)g-(CH2)m-(Z)sCR**R*!-Remate, Conector-
Zg-(CH2)m-Het-(CH2)m-CR™R™-Remate,

cada Conector es, independientemente,

-O-, (CH2)n, -O(CH2)m-, -NR™-C(=0)-NR"®, -NR'"'-C(=0)-(CH2)m-, -C(=0)NR**-(CH2)m, -(CH2)n-Zg-(CH2)n, -S-, -SO-,
-S0y-, SO.NR’-, SONR™Y-, -Het-,

cada Remate es, independientemente,
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OH
H
N OH AN 2, Riz
- Rlz R |
" -
Ryy , N Ru
Ry
OH
/H\])\(QN
Ry, N/’l\.z
Rz
R)2 Rz
R|2 N..\

cada R® es, independientemente, -R’, -OR’ - OR™, -N(R")2, -(CH2)m-OR®,
5 -O-(CH2)m-OR®, -(CH2)n-NR'R™®, -O-(CHy)m-NR'R™,

-(CHa)n(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR?, -O-(CH,)m(CHOR®)(CHOR?),-CH,0R?,
-(CH2CH20)m-R®, -O-(CH2CH20)m-R?, -(CH2CH20)m-CH2CH2NR'R™,

1 -O-(CH2CH20)m-CH2CH:NR'R™, -(CH,)n-C(=0)NR’-R™,
-O-(CH2)m-C(=0)NR'R", -(CH2)n-(2)¢-R’, -O-(CH2)m-(2)¢-R’,

15 -(CH2)n-NR™-CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?,
-O-(CHa)m-NR-CH,(CHOR®)(CHOR?®),-CH,OR?,

«(CH2)n-CO2R’, -O-(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucurénido, -O-glucosa

20
R}'
O\]L ; o R’
ﬂo‘((CHZ%,o R, 0 -—'(CHJZ)n_‘ 07<R7 ;

en los que cuando dos R® son -OR™ y estan situados adyacentes entre si en un anillo de fenilo, los restos alquilo de
los dos R® pueden estar unidos entre si para formar un grupo metilendioxi;
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con la condicion de que cuando al menos dos -CH,OR?® estan situados adyacentes entre si, los grupos R® pueden
estar unidos para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido,

cada R’ es, independientemente, hidrogeno, alquilo C1-C-, fenilo o fenilo sustituido;

cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo C;-C+, -C(=O)-R11, glucuronico, 2-tetrahidropiranilo, o

0 OR!'!

OCOR'"

O OCOR'"!

/
OCOR"

cada R? es, independientemente, -CO,R™, -CON(R™),, -SO,CH2R", 0 -C(=O)R™>;

cada R es, independientemente, -H, -SO,CHs, -COzR’, -C(=0)NR'R?, -C(=0)R’, 0 -(CH2)n-(CHOH),-CH20H;
cada Z es, independientemente, CHOH, C(=0), -(CHz)n, -CHNR®R*®, C=NR*?, 0 NR*?;

cada R™ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-Cy, fenil-(alquilo C1-C7) o fenil-(alquilo C1-C7) sustituido;

cada R™ es independientemente, -(CH2)n-SO2CHs, -(CH2),-CO2R™, -(CH,)n-C(=O)NR™R™, -(CH,),-C(=0)R"®,
(CH2)n-(CHOH),-CH,0H,

-NH-(CHa)n-SO2CHs, NH-(CH2),-C(=0)R*, NH-C(=0)-NH-C(=0)R™,

-C(=0)NR™R*®, -OR™, -NH-(CH.),-R™, -Br, -Cl, -F, -1, SO;NHR™,

-NHR™®, NH-C(=0)-NR™R"3, NH-(CH,),SO2CHs, NH-(CH2),-C(=0) R™,

-NH-C(=0)-NH-C(=0)R", -C(=0)NR**R™®, -OR™, -(CH,),-NHR"?,

-NH-C(=0)-NR™R"®, 0 -NH-(CH,),-C(=0)-R";

cada R™ es, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C+, fenilo, fenilo sustituido, -SO,CHs, -CO,R’, -C(=O)NR'R’,
-C(=0)NR’SO,CHs, -C(=O0)NR’-CO:R’, -C(:O)NR7-C(:017NR7R7, -C(=0)NR’-C(=O)R’, -C(=O)NR’-(CH2)m-(CHOH),-
CH20H, -C(=0)R’, -(CH2)m-(CHOH),-CH20H, -(CH2)m-NR'R™, +

«(CH2)mN'R'R'R’, <(CH2)m-(CHOR®)m-(CH2)mNR'R’, -(CH2)m-NR™R™, -(CH2)m-(CHOR®)n-(CH2)mN'R'R'R’,
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_(CH2)114C>'V »  «(CHy); N ,

“(CH3); N—V , (CHy;—N NR™

-(CHz)‘O Vo (CHpa

N N—/V

)

) C

NRH

/

-

'(CHZ)m

5 con la condicién de que NRZR™ pueda estar unido consigo mismo para formar un grupo representado por uno de
los siguientes:
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—N NR'
N N ———{CH)(CHOR®)n-(CH,),R"" ,
—N N ——{(CH3)(CHOR®) «(CH,),R"" 3

.

cada Het es, independientemente, -NR'3, -S-, -SO-, -SO,-; -O-, -SO,NR™-,
-NHSO,-, -NR**CO-, -CONR"™-;

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

cada m es, independientemente, un nimero enterode 1 a 7;

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

cada Q es, independientemente, C-R° C-R®, o un atomo de nitrégeno, en el que al menos un Q es CR® y como
méaximo tres Q en un anillo son atomos de nitrégeno;

cada V es, independientemente, -(CH2)m-NR'RY, -(CH2)m-NR'R’, -(CH2)m-NR™RM™R™, -(CH2)a-(CHOR®)y-
(CH2)mNR'R™, -(CH2),-NR*R™®

«(CH2)n-(CHOR®)n-(CH2)mNR'R’ -(CH2)n-(CHOR®)m-(CH2)mNR*'R™R™, con la condicion de que cuando V esta unido
directamente a un atomo de nitrégeno, entonces V puede ser, independientemente, R, RY o (R )2,

en los que cuando dos grupos -CH,OR?® estan situados 1,2- 0 1,3- uno con respecto a otro, los grupos R® se pueden
unir para formar un ciclo de 1,3-dioxano o 1,3-dioxolano mono o disustituido;

o0 una sal de los mismos farmacéuticamente aceptable, e

incluyendo todos los racematos, enantiomeros, diastereoisomeros, tautémeros, polimorfos y pseudopolimorfos de los
mismos.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que Y es -NH; cada R*, R?, R® R"y R® es hidrégeno; X es
cloro; o es 4; p es 0; x representa un enlace sencillo y ninglin Q es nitrégeno.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que la formula A es
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—(CHz)nO R (©

en la que n es un nimero entero de 1 a 10.

5 4. El compuesto de la reivindicacion 2 6 3 seleccionado del grupo que consiste en
NH2 ,
OH
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)
T |
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OH OH
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HO' OH
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0 NH ,\/\/@/\/\/ ) OH
Cl._ Ny N,U\N OH
| H H
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HiC,,
; NH Q
HiC HO N@\/\/\
P NH N___.Cl

O;S’

KN (R) H H& I

HO ,

OH
?
e
i NH/\/\/Q/\/\( "
CH
CIIN\ HJ\H 5
= OH
H,N” N7 TNH,
3
y o
o NH /\/\/@/\/\__/N -:m}
Cl Ny, NJLN CH; CH;
| H H
P
H,N™ "N7 TNH,
3
' OH
O NH /\/\/@/\Ar
CH
CIINl NJ\H 3 OH
- H OCH,4
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HiN 3
y
Ci
HaN\l)\
= l
S
LT @ g
NH; O NH N - NHCHO
CH
3 OH
5. Una composicion que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-4, que ademas comprende al menos otro agente seleccionado del grupo que consiste en un
agonista P2Y2, un broncodilatador, un broncodilatador colinérgico, un osmolito iénico, cloruro sédico, un osmolito
organico, manitol y un agonista de adenosina.

6. Una composicibn que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, o una composicion de acuerdo con la reivindicacién 5, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

7. Un procedimiento de bloqueo de los canales de sodio y activacion de receptores beta in vitro
simultdneamente, que comprende:

poner en contacto los canales de sodio y los receptores beta con una cantidad eficaz del compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

8. El uso de una cantidad eficaz de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la
fabricacién de un medicamento para tratar una o mas afecciones seleccionadas del grupo que consiste en bronquitis
cronica, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, enfermedad de Sjorgen, sindrome de obstruccion
intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca (xerostomia), deshidratacion nasal, neumonia inducida por
respirador, asma, disquinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema,
neumonia, estrefiimiento, diverticulitis crénica y rinosinusitis.

9. El uso de la reivindicacion 8, en el que la afeccién es la fibrosis quistica.
10. El uso de la reivindicacion 8 6 9, en el que el compuesto se administra como un aerosol inhalable.
11. El uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la fabricacion de un

medicamento para el tratamiento de una o mas afecciones seleccionadas del grupo que consiste en bronquitis
cronica, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, enfermedad de Sjorgen, sindrome de obstruccion
intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca (xerostomia), deshidratacién nasal, neumonia inducida por
respirador, asma, disquinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema,
neumonia, estreflimiento, diverticulitis crénica y rinosinusitis; en el que dicho tratamiento comprende administrar una
cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1 a un sujeto que lo necesite.

12. Compuesto de la reivindicacion 1, para usar como un medicamento.

13. Compuesto de la reivindicacion 1, que se representa por la formula:
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Figura 1

| ¢Como aumentan el volumen de LSVR los
bloqueadores de canales de Na+?

Amilorida

Lumen
delasvias Na* HO CI- ,
respiratorias IR
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Figura 2

Los agonistas [ no aumentan
el volumen de LSVR

Isoproterenol

Lumen
de lasvias Na* H:O Ci- , Na+t H,0 CI .
respiratorias *5 9 ¥ . Trom
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Figura 3

La terapia de combinacién con bloqueadores de
canales de Na* y agonistas 3 produce aumentos
sinérgicos del volumen de LSVR

Amilorida Isoproterenol

Lumen
de lasvias Na* HO CI- s 7
respiratorias o o

Cl H,0 Na*
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Figura 4: Formas tautomeras de los compuestos de formula I
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