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DESCRIPCION
Inhibidores de p38 MAP cinasa
Campo de la invencion

La invencion se refiere a compuestos que son inhibidores de enzimas p38 proteina cinasas activadas por mitégenos
(denominados aqui como inhibidores de p38 MAP cinasas), particularmente los subtipos de cinasas alfa y gamma de
las mismas, y a su uso en terapia, especialmente en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, incluyendo
enfermedades inflamatorias de los pulmones.

Antecedentes de la invencion

Se han identificado cuatro isoformas de p38 MAPK (alfa, beta, gamma y delta, respectivamente), presentando cada
una un patrén de expresion especifico de tejidos. Las isoformas alfa y beta de p38 MAPK se expresan ubicuamente
por todo el cuerpo, y se encuentran en muchos tipos celulares diferentes. Las isoformas alfa y beta de p38 MAPK
son inhibidas por ciertos inhibidores conocidos de p38 MAPK de tipo pequefia molécula. Las generaciones mas
tempranas de compuestos fueron muy téxicas debido al patrén de expresion ubicua de estas isoformas y a efectos
fuera de diana de los compuestos. Los inhibidores mas recientes estan mejorados para ser muy selectivos para las
isoformas alfa y beta de p38 MAPK, y tienen un margen de seguridad mas amplio.

Se sabe menos sobre las isoformas gamma y delta de p38 MAPK. Estas isoformas se expresan en tejidos/células
especificos (a diferencia de las isoformas p38 alfa y p38 beta). La isoforma p38 MAPK-delta se expresa mas en el
pancreas, testiculos, pulmén, intestino delgado y rifién. También es abundante en macréfagos (Smith, S.J. (2006)
Br. J. Pharmacol. 149:393-404) y es detectable en neutrdfilos, células T CD4+ y células endoteliales
(www.genecard.org, Karin, K. (1999) J. Immunol.). Se sabe muy poco sobre la expresion de p38 MAPK gamma, pero
se expresa mas en cerebro, muisculo esquelético y corazén, asi como en linfocitos y macréfagos
(www.genecard.org).

Los inhibidores de tipo pequefia molécula selectivos de p38 MAPK-gamma y -delta no estan actualmente
disponibles, pero el unico inhibidor existente tiene acciones inhibidoras panisoformas. BIRB 796 inhibe todas las
isoformas, pero inhibe p38 gamma y p38 delta a concentraciones mayores que aquellas a las que inhibe p38 alfa 'y
p38 beta (Kuma, Y. (2005) J. Biol. Chem. 280:19472-19479). BIRB 796 también altera la fosforilacion de las p38
MAPKs o JNKs mediante la cinasa MKK6 o MKK4 aguas arriba. Los autores discutieron la posibilidad de que el
cambio conformacional provocado por la unién del inhibidor a la MAPK puede afectar a la estructura de tanto su sitio
de fosforilaciéon como el sitio de amarre del activador aguas arriba, alterando por lo tanto la fosforilacién de p38
MAPKSs o JNKs.

Se cree que p38 MAP cinasa desempefia un papel crucial en muchas de las rutas de sefializacién que estan
implicadas en el inicio y el mantenimiento de inflamacion crénica, persistente, en enfermedad humana, por ejemplo
asma grave y COPD. Ahora hay abundante bibliografia que demuestra que la p38 MAP cinasa es activada por un
abanico de citocinas proinflamatorias, y que su activacion da como resultado la elaboracion y liberacion de otras
citocinas proinflamatorias. De hecho, los datos procedentes de algunos estudios clinicos demuestran cambios
beneficiosos en la actividad de la enfermedad en pacientes durante tratamiento con inhibidores de p38 MAP cinasa.
Por ejemplo, Smith, S. J. (2006) Br. J. Pharmacol. 149:393-404 describen el efecto inhibidor de inhibidores de p38
MAP cinasa sobre la liberacién de citocinas a partir de macréfagos humanos. Se propone el uso de inhibidores de
p38 MAP cinasa en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD). Los inhibidores de tipo
pequefia molécula dirigidos a p38 MAPK a/f han demostrado ser eficaces reduciendo diversos parametros de
inflamacion en células y tejidos, obtenidos de pacientes con COPD que son generalmente insensibles a
corticosteroides (Smith, S. J. (2006) Br. J. Pharmacol. 149:393-404) y modelos de animales in vivo (Underwood, D.
C. et al. (2000) 279:895-902; Nath, P. et al. (2006) Eur. J. Pharmacol. 544:160-167). Irusen y colegas también
sugieren la posibilidad de la implicacion de p38 MAPK o/p sobre la insensibilidad a corticosteroides via la reduccion
de la afinidad de unién del receptor de glucocorticoides (GR) en nucleos (Irusen, E. et al., (2002) J. Allergy Clin.
Immunol., 109:649-657). En Lee et al. (2005) Current Med. Chem. 12,:2979-2994 se describe una experiencia clinica
con un abanico de inhibidores de p38 MAP cinasa, incluyendo AMG548, BIRB 796, VX702, SCIO469 y SCI0323. El
documento US 6.525.046 B1 (Cirillo Pier Francesco et al) describe compuestos heterociclicos aromaticos que
inhiben la produccién de citocinas implicadas en procesos inflamatorios y de este modo son utiles para tratar
enfermedades y patologias que implican inflamacion, tales como enfermedad inflamatoria crénica. El documento WO
03/072569 A1 (Boehringer Ingelheim Pharma) describe compuestos de urea benzocondensados 1,4-disustituidos
que inhiben la produccién de citocinas implicadas en procesos inflamatorios, y de este modo son Utiles para tratar
enfermedades y patologias que implican inflamacion, tales como enfermedad inflamatoria crénica.

COPD es una afeccion en la que se ha dado a conocer que la inflamacién subyacente es sustancialmente resistente
a los efectos antiinflamatorios de corticosteroides inhalados. Consiguientemente, una estrategia eficaz para tratar
COPD puede ser desarrollar una intervencion que tenga tanto efectos antiinflamatorios inherentes como que sea
capaz de incrementar la sensibilidad de tejidos pulmonares de pacientes con COPD a corticosteroides inhalados. La
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publicacion reciente de Mercado et al (2007; American Thoracic Society Abstract A56) demuestra que el
silenciamiento de p38 gamma tiene el potencial para restaurar la sensibilidad a corticosteroides.

Sin embargo, el principal obstaculo que impide la definicion y explotacion de las utilidades potenciales de inhibidores
de p38 MAP cinasa en el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas humanas ha sido la toxicidad
observada en pacientes. Esta ha sido suficientemente grave para dar como resultado la retirada del desarrollo
clinico de muchos de los compuestos desarrollados.

Los compuestos desarrollados hasta la fecha se han destinado tipicamente a la administracién oral. Esta estrategia
implica optimizar compuestos que logran su duracioén de accion mediante un perfil farmacocinético apropiado. Esto
asegura que hay una concentracion suficiente de farmaco establecida y mantenida después y entre dosis, para
proporcionar un beneficio clinico. La consecuencia inevitable de este enfoque es que todos los tejidos corporales,
especialmente el higado y el intestino, probablemente se ven expuestos a concentraciones terapéuticamente activas
del farmaco, tanto si se ven afectados de forma adversa o no por la enfermedad que se esta tratando.

Una estrategia alternativa es disefiar enfoques de tratamiento en los que el farmaco se dosifica directamente al
organo inflamado (terapia tépica). Aunque este enfoque no es adecuado para tratar todas las enfermedades
inflamatorias cronicas, se ha explotado ampliamente en enfermedades pulmonares (asma, COPD), enfermedades
de la piel (dermatitis atdpica y psoriasis), enfermedades nasales (rinitis alérgica) y enfermedades gastrointestinales
(colitis ulcerosa).

En terapia topica, la eficacia se puede lograr (i) asegurandose de que el farmaco tiene una duracion de accion
sostenida y es retenido en el érgano relevante para minimizar los riesgos de toxicidad sistematica, o (ii) produciendo
una formulacién que genera un “depdsito” del farmaco activo que esta disponible para sostener los efectos deseados
del farmaco. El enfoque (i) se ejemplifica mediante el farmaco anticolinérgico tiotropio (Spiriva), que se administra
topicamente al pulmén como un tratamiento para COPD, y que tiene una afinidad excepcionalmente elevada por su
receptor diana, dando como resultado una velocidad de disociacion muy lenta y una duracidon de accion sostenida
consiguiente.

Sigue existiendo la necesidad de identificar y desarrollar nuevos compuestos que son inhibidores de p38 MAP
cinasa que tengan un potencial terapéutico mejorado, en particular que sean mas eficaces, que actien mas tiempo
y/o que sean menos toxicos. Un objetivo de la presente invencion es proporcionar compuestos que inhiban p38 MAP
cinasa con cierta especificidad por el subtipo, que muestren buen potencial antiinflamatorio.

Sumario de la invencién

Segun la invencion, se proporciona un compuesto de formula (1)

tBl.,l 0
0 "“NH
vod L
OMe
e

M ()

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo, incluyendo todos sus tautémeros.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el tiempo de predosificacion frente al niumero de neutréfilos en BALF para el compuesto
de férmula (1) en el ensayo de acumulacion de neutrofilos inducida por LPS.

La Figura 2 muestra el tiempo de predosificacion frente al % de inhibicion de neutréfilos para el compuesto de
férmula (1) en el ensayo de acumulacion de neutrofilos inducida por LPS.

La Figura 3 muestra los efectos de la dosis para el compuesto de férmula (I) sobre los nimeros de
macrofagos activados en el BAL de ratones expuestos a humo de cigarrillo.

La Figura 4 muestra los efectos de la dosis para el compuesto de férmula (l) sobre los nimeros de neutréfilos
en el BAL de ratones expuestos a humo de cigarrillo.
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La Figura 5 muestra el efecto para el compuesto de formula (l) sobre la funcién pulmonar de cobayas
inoculados con el virus de para-influenza sensibilizados a ovoalbumina, expuestos a ovoalbumina.

Descripcion detallada de la invencion

Los ejemplos de sales de compuesto (I) incluyen sales de adicion de acidos de acidos minerales fuertes tales como
sales de HCl y de HBr, y sales de adicién de acidos organicos fuertes, tales como una sal de acido metanosulfénico.

La descripcion aqui también se extiende a solvatos de compuestos de formula (1). Los ejemplos de solvatos incluyen
hidratos.

La descripcion también se extiende a los compuestos de formula (1) en los que el atomo especificado en la féormula
es un is6topo de origen natural o de origen no natural. En una realizacion, el is6topo es un isétopo estable. De este
modo, los compuestos de la descripcion incluyen, por ejemplo, compuestos que contienen deuterio y similares.

Un procedimiento para preparar un compuesto de féormula (I) comprende hacer reaccionar un compuesto de formula

(1n:
Z N
|

2

Me (1)

con un compuesto de formula (l11):

en la que LG+ representa un grupo saliente (por ejemplo cloro).

La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en presencia de una base (por ejemplo diisopropiletilamina). La
reaccion se lleva a cabo adecuadamente en un disolvente aprético o mezcla de disolventes, por ejemplo DCM y
DMF.

Un compuesto de féormula (ll) se puede preparar mediante reaccion de un compuesto de férmula (1V):

‘Bu

B

\N NHz

Me
(Iv)

con un compuesto de féormula (V):
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~
O NH,
H,N
V)
y un compuesto de férmula (VI):
0
LGz)j\ LG,

(Vi)

en la que LG, y LG3 representan cada uno independientemente grupos salientes (por ejemplo, LG; y LGs3
5 representan ambos imidazolilo).

La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en un disolvente aproético (por ejemplo diclorometano).

Un compuesto de formula (V) se puede preparar mediante reduccion de un compuesto de férmula (VII):

# N

I
O
S QR
0

(v

por ejemplo mediante hidrogenacion en presencia de un catalizador tal como platino soportado sobre carbono.
10 La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en disolvente proético polar (por ejemplo metanol y acido acético, 1:1).

Un compuesto de formula (V1) se puede preparar haciendo reaccionar un compuesto de féormula (VII):

HO.
R

| P
N” NH,

(Vi

con un compuesto de formula (IX):



ES 2428917 T3

CH

S®

NO,
(1X)
en condiciones de Mitsunobu, tal como en presencia de trifenilfosfina y azodicarboxilato de diisopropilo.

La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en un disolvente aprotico polar (por ejemplo tetrahidrofurano).

Como alternativa, un compuesto de férmula (1) se puede preparar haciendo reaccionar un compuesto de formula (X):

# N

|
S QIS
H,N o)\
OMe
(X)

con un compuesto de formula (IV) como se define anteriormente

y un compuesto de férmula (XI):

0

o e,

(xn

en la que LG4 y LGs representan cada uno independientemente grupos salientes (por ejemplo, LGs y LGs
10 representan ambos imidazolilo).

La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en un disolvente aproético polar.

Un compuesto de féormula (X) se puede preparar mediante reduccion de un compuesto de férmula (XII):

7
0 \ NH
O,N (o]
OMe
(Xi1)

por ejemplo mediante hidrogenacion en presencia de un catalizador, tal como platino soportado sobre carbono.

15 Un compuesto de féormula (XIl) se puede preparar haciendo reaccionar un compuesto de formula (XI):
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0
Meo\/u\
LGs

(X111)

en la que LGg representa un grupo saliente (por ejemplo cloro)
y un compuesto de férmula (VII) definido anteriormente.

La reaccion se lleva a cabo adecuadamente en presencia de una base (por ejemplo diisopropiletilamina). La
reaccion se lleva a cabo adecuadamente en un disolvente polar, por ejemplo una mezcla de DCM y DMF.

Los compuestos de formulas (lll), (1V), (VI), (VIII), (IX), (XI) y (XIll) estan comercialmente disponibles o son
conocidos, y se pueden preparar mediante métodos convencionales. Véanse, por ejemplo, Regan, J. et al.; J. Med.
Chem., 2003, 46, 4676-4686, documentos WO 00/043384, WO 2007/087448 y WO 2007/089512.

Si se desea 0 es necesario, los compuestos intermedios se pueden proteger mediante el uso de grupos protectores
convencionales. Los grupos protectores y los medios para su eliminacién se describen en “Protective Groups in
Organic Synthesis”, por Theodora W. Greene y Peter G.M. Wuts, publicado por John Wiley & Sons Inc; 42 Edicion
Revisada, 2006, ISBN-10: 0471697540.

Los nuevos intermedios se reivindican como un aspecto de la invencion.

Ademas, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de férmula
(I) opcionalmente en combinacion con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Los diluyentes y vehiculos pueden incluir aquellos adecuados para la administracion parenteral, oral, topica, mucosal
y rectal.

Como se menciona anteriormente, tales composiciones se pueden preparar, por ejemplo, para administracion
parenteral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarticular o periarticular, particularmente en forma de
disoluciones o suspensiones liquidas; para administraciéon oral, particularmente en forma de comprimidos o
capsulas; para administracion tépica, por ejemplo pulmonar o intranasal, particularmente en forma de polvos, gotas
nasales o aerosoles, y administracion transdérmica; para administracion mucosal, por ejemplo a la mucosa bucal,
sublingual o vaginal, y para administracion rectal, por ejemplo en forma de un supositorio.

Las composiciones se pueden administrar convenientemente en una forma de dosis unitaria y se pueden preparar
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica, por ejemplo como se describe en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, PA., (1985). Las formulaciones
para administracion parenteral pueden contener como excipientes agua estéril o disolucion salina, alquilenglicoles
tales como propilenglicol, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal, naftalenos
hidrogenados y similares. Las formulaciones para administracién nasal pueden ser sdlidas, y pueden contener
excipientes, por ejemplo lactosa o dextrano, o pueden ser disoluciones acuosas u oleosas para uso en forma de
gotas nasales o pulverizacion medida. Para la administraciéon bucal, los excipientes tipicos incluyen azucares,
estearato de calcio, estearato de magnesio, almidén pregelatinizado, y similares.

Las composiciones oralmente administrables pueden comprender uno o mas vehiculos y/o excipientes
fisioldgicamente compatibles, y pueden estar en forma sdlida o liquida. Los comprimidos y capsulas se pueden
preparar con agentes aglutinantes, por ejemplo jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, goma de tragacanto, o
polivinilpirrolidona; cargas, tales como lactosa, sacarosa, almidon de maiz, fosfato de calcio, sorbitol, o glicina;
lubricantes, tales como estearato de magnesio, talco, polietilenglicol, o silice; y tensioactivos, tales como laurilsulfato
de sodio. Las composiciones liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de suspension,
por ejemplo jarabe de sorbitol, metilcelulosa, jarabe de azicar, gelatina, carboximetilcelulosa, o grasas comestibles;
agentes emulsionantes tales como lecitina, o goma arabiga; aceites vegetales tales como aceite de almendras,
aceite de coco, aceite de higado de bacalao, o aceite de cacahuete; conservantes tales como hidroxianisol butilado
(BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT). Las composiciones liquidas se pueden encapsular, por ejemplo, en gelatina
para proporcionar una forma de dosificacién unitaria.

Las formas de dosificacion oral solidas incluyen comprimidos, capsulas de cubierta dura de dos piezas y capsulas de
gelatina elastica blanda (SEG).

Una formulacién de cubierta seca comprende tipicamente de alrededor de 40% a 60% de concentracion de gelatina,
alrededor de 20% a 30% de concentracion de plastificante (tal como glicerina, sorbitol o propilenglicol) y alrededor
de 30% a 40% de concentracion de agua. También pueden estar presentes otros materiales tales como
conservantes, colorantes, opacificantes y sabores. El material de relleno liquido comprende un farmaco soélido que
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se ha disuelto, solubilizado o dispersado (con agentes de suspension tales como cera de abeja, aceite de ricino
hidrogenado o polietilenglicol 4000), o un farmaco liquido en vehiculos o combinaciones de vehiculos tales como
aceite mineral, aceites vegetales, triglicéridos, glicoles, polioles y agentes tensioactivos.

Adecuadamente, el compuesto de férmula (I) se administra topicamente al pulmén. Por tanto, se proporciona segun
la invencion una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (I) opcionalmente en
combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos topicamente aceptables. La administracion topica al pulmoén se
puede lograr mediante el uso de una formulacién de aerosol. Las formulaciones de aerosol comprenden tipicamente
el ingrediente activo suspendido o disuelto en un propelente de aerosol adecuado, tal como un clorofluorocarbono
(CFC) o un hidrofluorocarbono (HFC). Los propelentes de CFC adecuados incluyen tricloromonofluorometano
(propelente 11), diclorotetrafluorometano (propelente 114), y diclorodifluorometano (propelente 12). Los propelentes
de HFC adecuados incluyen tetrafluoroetano (HFC-134a) y heptafluoropropano (HFC-227). El propelente comprende
tipicamente 40% a 99,5%, por ejemplo 40% a 90% en peso de la composicién de inhalacién total. La formulacion
puede comprender excipientes que incluyen codisolventes (por ejemplo etanol) y tensioactivos (por ejemplo lecitina,
trioleato de sorbitan y similar). Las formulaciones de aerosol se envasan en botes, y se suministra una dosis
adecuada por medio de una valvula medidora (por ejemplo como se suministra por Bespak, Valois o 3M).

La administracion topica al pulmén también se puede lograr mediante el uso de una formulacién no a presion, tal
como una disolucién o suspensién acuosa. Esta se puede administrar por medio de un nebulizador. La
administracion topica al pulmoén también se puede lograr mediante el uso de una formulacion de polvo seco. Una
formulacién de polvo seco contendra el compuesto de féormula (I) en forma finamente dividida, tipicamente con un
diametro medio masico (MMAD) de 1-10 micrémetros. La formulacion contendra tipicamente un diluyente
topicamente aceptable tal como lactosa, habitualmente de tamafio grande de particulas, por ejemplo un diametro
medio masico (MMAD) de 100 um o mas. Los sistemas de suministro de polvo seco ejemplares incluyen
SPINHALER, DISKHALER, TURBOHALER, DISKUS y CLICKHALER.

Se pretende que los compuestos de formula (I) tengan actividad terapéutica. En un aspecto adicional, la presente
invencion proporciona un compuesto de formula (1) para uso como medicamento.

Se espera que los compuestos de formula (1) sean utiles en el tratamiento de trastornos respiratorios, incluyendo
COPD (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma, asma pediatrica, fibrosis cistica, sarcoidosis, fibrosis
pulmonar idiopatica, rinitis alérgica, rinitis, sinusitis, especialmente asma, bronquitis crénica y COPD.

También se espera que los compuestos de formula (I) sean utiles en el tratamiento de ciertas afecciones que se
pueden tratar mediante terapia tdpica o local, incluyendo conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica,
dermatitis de contacto, psoriasis, colitis ulcerosa, articulaciones inflamadas como consecuencia de artritis
reumatoide u osteoartritis.

También se espera que los compuestos de formula (I) sean utiles en el tratamiento de otras ciertas afecciones que
incluyen artritis reumatoide, pancreatitis, caquexia, inhibicion del crecimiento y metastasis de tumores, incluyendo
carcinoma pulmonar no microcitico, carcinoma de mama, carcinoma gastrico, carcinomas colorrectales y melanoma
maligno.

De este modo, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un compuesto de formula (1) para uso en
el tratamiento de las afecciones mencionadas anteriormente, por ejemplo administrando una cantidad
terapéuticamente eficaz de dicho compuesto a un paciente que lo necesite.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de férmula (I) para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de las afecciones mencionadas anteriormente.

La descripcion también se extiende al uso de composiciones/formulaciones farmacéuticas en el tratamiento de una o
mas de dichas afecciones.

La palabra “tratamiento” pretende abarcar profilaxis asi como tratamiento terapéutico.

Un compuesto de formula (l) también se puede administrar en combinacion con uno o mas ingredientes activos
adicionales, por ejemplo ingredientes activos adecuados para tratar las afecciones mencionadas anteriormente. Por
ejemplo, las posibles combinaciones para el tratamiento de trastornos respiratorios incluyen combinaciones con
esteroides (por ejemplo budesonida, dipropionato de beclometasona, propionato de fluticasona, furoato de
mometasona, furoato de fluticasona), beta-agonistas (por ejemplo terbutalina, salbutamol, salmeterol, formoterol) y/o
xantinas (por ejemplo teofilina).

Ejemplos

Ejemplo 1: N-[4-({4-[3-(3-terc-Butil-1-p-tolil-1 H-pirazol-5-il)ureido]naftalen-1-iloxi}metil) piridin-2-il]-2-
metoxiacetamida (1)

2-Amino-4-[(4-nitronaftalen-1-iloxi)metil]piridina (3)
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A una disolucién de 4-nitronaftol (5,17 g, 27,3 mmoles), trifenilfosfina (10,75 g, 41,0 mmoles) y 2-aminopiridin-4-
metanol (2) (5,09 g, 41,0 mmoles) en THF (50 ml), a -15°C, se afiadié gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo
(DIAD) (8,07 ml, 41,0 mmoles). La mezcla se agité toda la noche a RT, y los volatiles se eliminaron entonces a
vacio. El producto bruto se trituré en EtOAc (150 ml), se elimind por filtracion y se lavé con EtOAc (100 ml). Una
segunda trituracion en MeOH (100 ml) dio 2-amino-4-[(4-nitronaftalen-1-iloxi)metil]piridina (3) (4,54 g, 56%) como un
sélido amarillo: m/z 296 (M+H)" (ES™).

2-Amino-4-[(4-aminonaftalen-1-iloxi)metil]piridina (4)

N ' # N
| H,, Pt sobre C |

0 »
U S O

3 4

Una disoluciéon de 2-amino-4-[(4-nitronaftalen-1-iloxi)metil]piridina (3) (4,50 g, 15,24 mmoles) en metanol (200 ml) y
acido acético glacial (200 ml) se hizo pasar a través de un reactor de flujo Thales “H-cube” (2 ml min™, 40°C, 55 mm
10% de Pt/C Cat-Cart®, full Hy) y los volatiles se eliminaron entonces a vacio. El producto bruto se sometié a captura
SCX'y liberacion eluyendo con amoniaco al 1% en disolucion de MeOH, y el disolvente se eliminé a vacio para dar
2-amino-4-[(4-aminonaftalen-1-iloxi)metil]piridina (4) (3,82g, 94%) como un sélido malva: m/z 266 (M+H)" (ES").

1-{4-[(2-Aminopiridin-4-il)metoxi]naftalen-1-il}-3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)urea (5)

taun

N NH,
e
6

<j - r

Bu D Ve
v NH;
L M N \ O

o
0. \l nNJLN
O NH, N H R ’]
“ T a
4 cot
Me

A una disolucion de 1,1’-carbonildiimidazol (CDI) (4,18 g, 25,80 mmoles) en DCM (15 ml) se afadio gota a gota en
nitrégeno una disoluciéon de 3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-amina (6) (5,91 g, 25,80 mmoles) en DCM (15 ml)
durante 40 min. La disolucion resultante se agité a RT durante 1 h, y después se afiadié gota a gota en nitrogeno a
una disolucién de 2-amino-4-[(4-aminonaftalen-1-iloxi)metil]piridina (4) (3,80 g, 12,89 mmoles). La mezcla se agitd
toda la noche, y los volatiles se eliminaron entonces a vacio. El material bruto se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida (Biotage 120 g); eluyendo con O hasta 6% de MeOH en DCM para dar 1-{4-[(2-aminopiridin-4-
il)metoxilnaftalen-1-il}-3-(3-terc-butil-1-p-tolil- 1 H-pirazol-5-il)urea (5) (4,27 g, 63%): m/z 521 (M+H)" (ES").

5

N-[4-({4-[3-(3-terc-Butil-1-p-tolil-1 H-pirazol-5-il)ureido]naftalen-1-iloxi}metil)piridin-2-il]-2-metoxiacetamida (1)
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A una disolucion agitada de 1-{4-[(2-aminopiridin-4-il)metoxi]naftalen-1-il}-3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)urea
(5) (526 mg, 0,96 mmoles) y DIPEA (184 pl, 1,06 mmoles) en mezcla de DCM y DMF (10:1, 11 ml) se afiadi6 cloruro
de metoxiacetilo (92 ul, 1,01 mmoles). Después de 1 h a RT, se afiadieron secuencialmente alicuotas adicionales de
DIPEA (184 pl, 1,06 mmoles) y cloruro de metoxiacetilo (92 pl, 1,01 mmoles), y la agitacion se continué durante 1 h.
Se afiadio una disolucién de amoniaco al 1% en MeOH (40 ml), y la mezcla se agité durante 15 min., y después se
concentroé a vacio. El producto bruto se purifico6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida (Biotage 40 g);
eluyendo con 0 hasta 6% de MeOH en DCM para proporcionar N-[4-({4-[3-(3-terc-butil- ‘I-p-tohl 1H-p|razol -5-
il)ureido]naftalen-1-iloxilmetil)piridin-2-il]-2-metoxiacetamida (1) (286 mg, 49%): m/z 593 (M+H)* (ES"). RMN "H (400
MHz, DMSO-dg) &: 1,27 (9 H, s), 2,39 (3 H, s), 3,32 (3 H, s), 4,08 (2H, s), 5,39 (2H, s), 6,36 (1H, s), 7,03 (1H, d), 7,28
(1H, dd), 7,36 (2H, m), 7,44 (2H, m), 7,56-7,64 (3H, m), 7,93 (1H, m), 8,30-8,35 (3H, m), 8,58 (1 H, s), 8,79 (1 H, s) y
10,02 (1H, s).

Ensayo Bioldgico

Ensayo in vitro

Enzima Células U937 diferenciadas Liberaciéon de TNF o inducida por
LPS por células THP1

ICs0 (NM) Liberaciéon de TNF o Ensayo del MTT ICs0 (NM)
inducida por LPS
ICs0 (NM)
Subtipo Alfa’ Subtipo gamma 4,24 h (10 ug/ml)
53 402 0,88 Negativo” 2,3

*1: ensayo celular de p38 MPAK alfa mediante deteccion de fosforilacion de MAPKAP-K2

*2: no se observo efecto tdxico significativo en el ensayo del MTT

La descripcién de estos ensayos es como sigue:
Ensayo de inhibicién enzimatica

La actividad inhibidora enzimatica del compuesto se determiné mediante transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) usando péptidos sintéticos marcados tanto con fluoréforos dadores como aceptores (Z-LYTE,
Invitrogen). De forma breve, se diluyé p38 MAPK gamma recombinante fosforilada (MAPK12: Millipore) en tampdn
HEPES, se mezclé con compuesto a las concentraciones finales deseadas y se incub6 durante dos horas a
temperatura ambiente. A continuacion, se anadieron el péptido FRET (2 uM) y ATP (100 uM) a la mezcla de
enzima/compuesto, y se incub6 durante una hora. Se afiadio un reactivo de desarrollo (proteasa) durante una hora
antes de la deteccion en un lector de microplacas de fluorescencia. La proteasa especifica del sitio sélo escinde
péptido no fosforilado, y elimina la sefial de FRET. Los niveles de fosforilacién de cada reaccion se calcularon
usando la reaccion de emisidon de cumarina (dador) con respecto a la emision de fluoresceina (aceptor), indicando
relaciones elevadas una elevada fosforilacion, y relaciones bajas niveles bajos de fosforilacion. El porcentaje de
inhibicién de cada reaccion se calculd con respecto al control no inhibido, y entonces se calculd la concentracion
inhibidora del 50% (valor de ICso) a partir de la curva de concentracion frente a la respuesta.

Para p38 MAPK alfa (MAPK14: Invitrogen), la actividad enzimatica se evalud indirectamente determinando la
activacion/fosforilacion de la molécula aguas abajo, MAPKAP-K2. La proteina p38 MAPK o se mezcld con su diana
inactiva MAPKAP-K2 (Invitrogen) y compuesto durante dos horas a temperatura ambiente. El péptido FRET (2 uM),
que es una diana de fosforilacion para MAPKAP-K2, y ATP (10 uM) se afadieron entonces a la mezcla de
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enzimas/compuesto, y se incubod durante una hora. Entonces se afadio reactivo de desarrollo, y la mezcla se incubd
durante una hora antes de la deteccién mediante fluorescencia, completando el protocolo de ensayo.

Liberacién de TNF alfa inducida por LPS:potencia

Célula U937, estirpe celular monocitica humana, se diferenciaron en células de tipo macréfago mediante incubacion
con miristato-acetato de formol (PMA; 100 ng/ml) durante 48 a 72 horas. Cuando fue apropiado, las células se
incubaron previamente con concentraciones finales de compuesto durante 2 h. Las células se estimularon entonces
con 0,1 ug/ml de LPS (de E. Coli: 0111:B4, Sigma) durante 4 h, y el sobrenadante se recogi6 para la determinacion
de la concentracion de TNF o mediante ELISA de sandwich (Duo-set, R&D systems). Para este ensayo, también se
uso6 THP-1, estirpe celular monocitica humana. Las células THP-1 se estimularon con 1 ug/ml de LPS (de E.
Coli:0111:B4, Sigma) durante 4 h, y el sobrenadante se recogio para la determinacién de la concentracion de TNF a.
El porcentaje de inhibicion de la produccion de TNF o se calculd a cada concentracion de compuesto de ensayo
mediante comparacion con un control de vehiculo, y el valor de concentracién inhibidora del 50% (ICso) se determin6
a partir de la curva resultante de concentracion frente a la respuesta.

Ensayo del MTT

Se preincubaron células U937 diferenciadas con compuesto durante 4 h en 5% de FCS 0 10% de FCS durante 24 h
y 72 h. El sobrenadante se repuso con 200 ul de nuevo medio, y se afiadieron 10 ul de disolucién madre de MTT (5
mg/ml) a cada pocillo. Después de 1 h de incubacion, los medios se retiraron, se afiadieron 200 ul de DMSO a cada
pocillo, y las placas se agitaron ligeramente durante 1 hora antes de leer la absorbancia a 550 nm.

El porcentaje de pérdida de viabilidad celular se calculé para cada pocillo con respecto al tratamiento con vehiculo
(0,5% de DMSO). Consiguientemente, un incremento aparente en la viabilidad celular para el tratamiento con
farmaco con respecto al vehiculo se tabula como un porcentaje negativo.

Ensayo in vivo
Neutrdfilos inducidos por LPS en el ratén

A ratones sin ayunar se les dosificé mediante la ruta intratraqueal con vehiculo o con la sustancia de ensayo en los
puntos de tiempo (“predosis”) indicados con respecto al comienzo del tratamiento con LPS. A T = 0, los ratones se
colocaron en una camara de exposicion y se expusieron a LPS. 8 horas después de la exposicion a LPS, los
animales se anestesiaron, la traquea se canuld, y el BALF se extrajo infundiendo y retirando 1 ml de PBS en los
pulmones via un catéter traqueal. Los recuentos de gldbulos blancos totales y diferenciales en las muestras de BALF
se midieron usando un hemocitdmetro de Neubaur. Se prepararon frotis de centrifugado celular de las muestras de
BALF mediante centrifugacion a 200 rpm durante 5 min. a temperatura ambiente, y se tifieron usando un sistema de
tincion DiffQuik (Dade Behring). Las células se contaron usando microscopia de inmersion en aceite.

Los resultados se muestran en las Figuras 1 y 2. Los datos para los nimeros de neutréfilos se dan como ndmero
total y diferencial (sustancia de ensayo con respecto al vehiculo) de células por ml de BALF, media + S.E.M. (n = 8).

Modelo de humo de cigarrillo

Ratones A/J (machos, 5 semanas) se expusieron a humo de cigarrillo (4% de humo de cigarrillo, diluido con aire
comprimido) durante 30 min./dia durante 11 dias usando un sistema de experimento de inhalacién de humo de
tabaco para todos los animales (Modelo SIS-CS; Sibata Scientific Technology, Tokio, Japdn). Las sustancias de
ensayo se administraron intranasalmente (35 pl de disoluciéon en 50% de DMSO/PBS) y terapéuticamente dos veces
al dia durante 3 dias tras la exposicion final al humo de cigarrillo. Doce horas después de la ultima dosificacion, los
animales se anestesiaron, la traquea se canuld y se recogio6 el fluido de lavado broncoalveolar (BALF). Los nimeros
de macréfagos alveolares y neutrofilos se determinaron mediante analisis FACS (EPICS® ALTRA II, Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) usando anticuerpo anti-MOMAZ2 de ratéon (macréfago) o anticuerpo anti-7/4 de
raton (neutrofilo).

Los resultados se muestran en la Figura 3 para macrofagos alveolares activados, y en la Figura 4 para neutrdfilos.
Los datos para los nimeros celulares se mostraron como la media + SEM. El modelo de humo de cigarrillo usado
para este estudio se da a conocer como un sistema refractario a corticosteroides (Medicherla S. et al., (2008); J.
Pharmacol. Exp. Ther. 324(3):921-9), y se confirmé que propionato de fluticasona no inhibié la acumulacién ni de
neutrdfilos ni de macrofagos en las vias respiratorias a 50 ug/ml (35 pl, bid, in), la misma dosis que produjo una
inhibicion >80% de la acumulacion de neutréfilos inducida por LPS.

En la Figura 3:
###Diferencia significativa entre exposicion al aire y exposicion a humo de cigarrillo.

***P < 0,001 frente a control de humo de cigarrillo (CS) (ANNOVA, comparacion multiple de Dunnett), n = 6-11.
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En la Figura 4:
###Diferencia significativa entre exposicion al aire y exposicion a humo de cigarrillo.

*P < 0,05 0 ***P < 0,001 frente a control de humo de cigarrillo (CS) (ANNOVA, comparacion multiple de Dunnett), n =
6-11.

Exposicion a ovoalbumina/modelo de infeccion de parainfluenza
(modelo in vivo para resistencia a esteroides)

Cobayas macho Dunkin-Hartley (300-350 g, n = 6/grupo) se sensibilizaron con 100 pg de ovoalbumina (OVA) + 100
mg de Alx(OH)z en 1 ml de disolucion salina normal (i.p.) en los dias 2 y 6. Se instilé6 nasalmente virus de
parainfluenza (PIV-3; 10° unidades infecciosas) o medio sin virus en los dias 11 y 12. Los animales se trataron con
propionato de fluticasona nebulizado, a una dosis de 1,5 mg por dia. Los estudios iniciales establecieron que esta
dosis de propionato de fluticasona inhibié cambios de la funciéon pulmonar mediados por ovoalbimina en animales
sensibilizados tratados con medio PIV3. Ejemplo 1 (4,5 mg por dia) o el vehiculo (DMSO:etanol:disolucion salina,
30:30:40%) desde los dias 10-15. Todos los animales se expusieron durante 1 h con OVA nebulizado (10 pg/ml) en
el dia 15, y se realizaron mediciones repetidas de la conductancia especifica de las vias respiratorias (sGaw) durante
un periodo de 24 h usando pletismografia de cuerpo completo. Las medidas de sGa, después de la exposicion a
OVA se representan graficamente como % de cambio a partir del valor inicial. Véase la Figura 5.

Figura 5 Los datos se muestran como la media de 6 observaciones; () tratamiento con PIV3 + vehiculo; (m)
tratamiento con PIV3 + propionato de fluticasona; (A) tratamiento con PIV3 + Ejemplo 1.

Sumario

Los estudios bioldgicos in vitro muestran que el compuesto de férmula (1) es un inhibidor potente de los subtipos alfa
y gamma de p38 MAP cinasa con buena eficacia en un modelo in vitro de actividad antiinflamatoria (liberaciéon de
TNFalfa inducida por LPS a partir de células U937 diferenciadas y de células THP-1). A partir de los resultados de
MTT, se puede concluir que el compuesto no muestra toxicidad celular manifiesta a las concentraciones usadas.

Los estudios bioldgicos in vivo muestran que el compuesto de formula (1) es eficaz inhibiendo la acumulacion de
neutrdéfilos inducida por LPS en un modelo de animal, con una duracién prolongada del efecto como se muestra
mediante la inhibicién significativa incluso a 12 o mas horas de predosificacion. Ademas, se ha mostrado que el
compuesto de férmula (1) es eficaz en dos modelos in vivo de inflamacion resistente a esteroides.

A lo largo de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, excepto que el contexto lo requiera de otro
modo, la palabra “comprende”, y variaciones tales como “que comprende” y “comprendiendo”, se entendera que
implica la inclusién de un ndmero entero, una etapa, grupo de nimeros enteros o grupo de etapas sefialados, pero
no la exclusiéon de ningun otro numero entero, etapa, grupo de nimeros enteros o grupo de etapas.

La solicitud de la que esta descripcion y las reivindicaciones forman parte se puede usar como base para la prioridad
con respecto a cualquier solicitud subsiguiente. Las reivindicaciones de tal solicitud subsiguiente se pueden referir a
cualquier rasgo o combinacion de rasgos descritos aqui. Pueden tomar la forma de producto, composicion,
procedimiento, o reivindicaciones de uso, y pueden incluir, a titulo de ejemplo y sin limitacion, las reivindicaciones.

Abreviaturas

Ac acilo

ATP adenosina-5'-trifosfato

BALF fluido de lavado broncoalveolar

BSA seroalbumina bovina

CatCart® cartucho catalitico (nombre comercial)
CDI carbonildiimidazol

DCM diclorometano

DIAD azodicarboxilato de diisopropilo

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

COPD enfermedad pulmonar obstructiva crénica
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azodicarboxilato de diisopropilo

hidruro de diisobutilaluminio
N-etil-N-isopropilpropan-2-amina

etilo

suero fetal de ternera

hora(s)

peroxidasa de rabano picante

cinasa N-terminal c-Jun

proteina cinasa activada por mitégenos
metilo

disolucion salina tamponada con fosfato
trifenilfosfina

temperatura ambiente

intercambio catiénico soportado en solido
dodecilsulfato de sodio

acido trifluoroaceético

tetrahidrofurano

factor alfa de necrosis tumoral

3,3’,5,5-tetrametilbencidina

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

Z N
tBU 0 |
0 " NH
vod L
OMe
Me ()]

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo, incluyendo todos sus tautémeros.

2. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 1, en combinacién con uno
o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

3. Un compuesto de férmula (1) segun la reivindicacion 1, para uso como medicamento.

4. Un compuesto de formula (I) segun la reivindicacion 1, para uso en el tratamiento o prevencion de una afeccion
seleccionada de:

COPD (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma, asma pediatrica, fibrosis cistica, sarcoidosis, fibrosis
pulmonar idiopatica, rinitis alérgica, rinitis, sinusitis,

conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto, psoriasis, colitis ulcerosa,
articulaciones inflamadas como consecuencia de artritis reumatoide u osteoartritis,

artritis reumatoide, pancreatitis, caquexia, inhibicion del crecimiento y metastasis de tumores, incluyendo
carcinoma pulmonar no microcitico, carcinoma de mama, carcinoma gastrico, carcinomas colorrectales y
melanoma maligno.

5. Un compuesto de féormula (I) segun la reivindicacion 1, para uso en el tratamiento o prevencion de un trastorno
respiratorio.

6. Un compuesto de formula (I) para uso segun la reivindicacion 4 ¢ 5, en combinacién con uno o mas ingredientes
activos adicionales.

7. Un compuesto de férmula (I) para uso segun la reivindicacion 5, en combinacién con uno o mas ingredientes
activos adicionales seleccionados de esteroides, beta agonistas y xantinas.

8. Uso de un compuesto de formula (l) segun la reivindicaciéon 1, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de una afeccion seleccionada de COPD (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma,
asma pediatrica, fibrosis cistica, sarcoidosis, fibrosis pulmonar idiopatica, rinitis alérgica, rinitis, sinusitis,

conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto, psoriasis, colitis ulcerosa,
articulaciones inflamadas como consecuencia de artritis reumatoide u osteoartritis,

artritis reumatoide, pancreatitis, caquexia, inhibicién del crecimiento y metastasis de tumores, incluyendo carcinoma
pulmonar no microcitico, carcinoma de mama, carcinoma gastrico, carcinomas colorrectales y melanoma maligno.

9. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato del mismo, incluyendo todos sus tautémeros, que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (11):
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con un compuesto de formula (l11):
O

en la que LG+ representa un grupo saliente.

5 10. Un procedimiento para la preparacion de un compuesto de formula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato del mismo, incluyendo todos sus tautémeros, que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (X):

# N

|
o
SOAP:
H,N o)\
OMe

(X)
con un compuesto de féormula (IV):
'Bu
Me
(V)

10 y un compuesto de férmula (XI):
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en la que LG4 y LGs representan cada uno independientemente grupos salientes.

11. Un compuesto de férmula (X):
O
SQE
H,N o)\

o una sal del mismo.
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FIGURA 1. Efecto sobre la acumulacion de neutréfilos inducida por LPS [nimero de neutréfilos en BAL]
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FIGURA 2. Efecto sobre la acumulacion de neutréfilos inducida por LPS [% de inhibicion]
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Figura 3: Acumulacién de macréfagos MOMA2* en BALF
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Figura 4: Acumulacioén de neutréfilos en BALF
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Figura 5
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