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DESCRIPCION
Atropisémero de derivado de pirrol
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un atropisémero de un derivado de pirrol que tiene una excelente actividad
antagonista del receptor de mineralocorticoides y a un agente profilactico o terapéutico para la hipertension, angina de
pecho, sindrome coronario agudo, insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia, arteriosclerosis, infarto cerebral,
fibrosis o aldosteronismo primario que contiene el mismo.

Antecedentes de la técnica

Es conocido que el receptor de mineralocorticoides (MR) (receptor de aldosterona) desemperia un papel importante en
la regulacion del balance electrolitico y la presion sanguinea en el cuerpo (véase, por ejemplo, el documento no de
patente 1), y se conoce que los antagonistas del receptor de mineralocorticoides, tales como espironolactona y
eplerenona, ambas de las cuales tienen una estructura esteroidea, son Utiles para el tratamiento de la hipertension y la
insuficiencia cardiaca.

Ademas, como un antagonista del receptor de mineralocorticoides que tiene una cadena principal no esteroidea, se
conoce un derivado de pirrol descrito en el documento WO 2006/012642 (Documento de patente 1). Sin embargo, no
se conoce un atropisémero de un compuesto que tenga la formula general () de la invencion.

[Documento no patente 1] Advances in Physiology Education, 26 (1): 8-20 (2002)
[Documento de patente 1] WO 2006/012642
Divulgacion de la invencion

Problemas a resolver por la invencién

Los presentes inventores realizaron esfuerzos para desarrollar un agente profilactico o terapéutico excelente para la
enfermedad cardiovascular y realizaron estudios intensivos de las actividades farmacolégicas de diversos derivados de
pirrol. Como resultado, encontraron que existen atropisémeros para un compuesto que tiene la formula general (1), y
que uno de los atropisémeros muestra una actividad antagonista de receptor de mineralocorticoides significativamente
excelente (actividades in vitro e in vivo) y sostenibilidad del efecto del agente, y ademas tiene excelentes propiedades
con respecto a la solubilidad, absorcion oral, concentracién sanguinea, estabilidad metabdlica, seguridad y similares, y
es (til como un producto farmacéutico, preferentemente, como un agente profilactico o terapéutico (particularmente un
agente terapéutico) para una enfermedad tal como hipertensién, angina de pecho, sindrome coronario agudo,
insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia, arteriosclerosis, infarto cerebral, fibrosis, aldosteronismo primario o
enfermedad del corazén, mas preferentemente, para insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia, hipertension o
similares, de manera particularmente preferente para la hipertensién y, de esta manera, se ha completado la invencién.

Medios para resolver los problemas

La invencion proporciona un atropisémero de un compuesto que tiene la férmula general (1), que tiene una excelente
actividad antagonista de receptor de mineralocorticoides y un producto farmacéutico que contiene el mismo [un agente
profilactico o terapéutico (particularmente un agente terapéutico) para la hipertension, angina de pecho, sindrome
coronario agudo, insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia, arteriosclerosis, infarto cerebral, fibrosis, aldosteronismo
primario o enfermedad del corazén (mas preferentemente, para la insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia e
hipertension; de manera particularmente preferente para la hipertension)].

Es decir, la invencién se refiere a

(1) un atropisémero de un compuesto representado por la formula general (1) siguiente:
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HC 4
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en la que R' es un grupo metilo o un grupo 2-hidroxietilo; y R® es un atomo de hidrégeno o un grupo metoxi,
seleccionado de entre:

(-)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]- 1H-pirrol-3-carboxamida,

(+)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida; y

(-)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida.

Ademas, la invencién se refiere a los siguientes aspectos:

(2) un atropisémero segun (1), que es
(-)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

(3) un atropisémero segun (1), que es
(+)-1,4-dimetil-N-[4-(meti-sulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

(4) un atropisémero segun (1), que es
(-)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

(5) un producto farmacéutico que contiene el atropisémero segun uno cualquiera de (1) a (4) como un ingrediente
activo;

(6) un agente profilactico o terapéutico para una enfermedad cardiovascular, que contiene el atropisémero segun
uno cualquiera de entre (1) a (4) como un ingrediente activo;

(7) un agente profilactico o terapéutico para la hipertension, que contiene el atropisdmero segun uno cualquiera
de entre (1) a (4) como un ingrediente activo;

(8) una composicion farmacéutica que comprende el atropisdémero segin uno cualquiera de entre (1) a (4) y un
vehiculo farmacolégicamente aceptable.

El "atropisdbmero” se refiere a un isémero estructural basado en quiralidad axial o planar, resultante de la rotacion
restringida en la molécula. El compuesto que tiene la formula general (l) de la invencion tiene dos atropisdmeros
derivados a partir de la quiralidad axial que resulta de la rotacién restringida alrededor del enlace entre el grupo fenilo
sustituido en la posicion orto con un grupo trifluorometilo y el anillo pirrol sustituido, debido al impedimento estérico. El
"atropisdmero" de la invencion es uno de los dos atropisomeros del compuesto que tiene la férmula general (l) que
muestra la mas excelente actividad farmacologica, estabilidad, cinética in vivo, seguridad y similares y tiene
propiedades favorables como un producto farmacéutico.

Ventajas de la Invencién

El atropisdmero de un compuesto que tiene la férmula general (I) de la invencién muestra una excelente actividad
antagonista de receptor de mineralocorticoides y alta concentracién en plasma y retencion sanguinea, es excelente en
la actividad farmacoldgica y en la cinética in vivo, tal como absorcion oral, distribucién in vivo y retencién sanguinea, y
también es altamente seguro para 6rganos tales como el rifidén y el higado. Ademas, el atropisémero de un compuesto
que tiene la formula general () de la invencién es muy estable. Por ejemplo, incluso después de tratar el atropisémero
en metanol a temperatura ambiente durante 7 dias o en un tamp6n de acido acetonitrilo ftalico a 60°C durante 4 horas,
no se observo racemizacion.

Por lo tanto, el atropisémero de un compuesto que tiene la formula general () de la invencion es Util, por ejemplo, como

un producto farmacéutico, y es particularmente util como un producto farmacéutico para el tratamiento o la prevencion

de diversas enfermedades cardiovasculares (preferentemente, hipertension, angina de pecho, sindrome coronario
3
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agudo, insuficiencia cardiaca congestiva, nefropatia, arteriosclerosis, infarto cerebral, fibrosis, aldosteronismo primario
o enfermedad del corazon).

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

El atropisdmero de un compuesto que tiene la férmula general (I) de la invenciéon puede obtenerse sometiendo un
compuesto racémico producido segun el procedimiento descrito en el documento WO 2006/012642 a resolucion Optica.
La resolucion oéptica de los atropisémeros es esencialmente la misma que la de los enantibmeros debido a los
carbonos asimétricos sp3 o similares, y sus ejemplos incluyen (1) un procedimiento por cristalizacion; (2) un
procedimiento por reaccion enzimatica, y (3) un procedimiento por cromatografia. Sin embargo, no se limita a los
mismos. En adelante, los procedimientos representativos de resolucion dptica se describiran en detalle.

(1) Resolucion 6ptica mediante cristalizacion
(a) Procedimiento preferencial de cristalizacion

Este es un procedimiento de resolucién optica que usa la propiedad de que una mezcla racémica se cristaliza de
manera espontanea y puede conseguir resolucion dptica sin necesidad de un elemento asimétrico.

(b) Procedimiento diastere6mero

Este es un procedimiento en el que se permite que un compuesto quiral, denominado un agente de resolucion éptica,
actle sobre un compuesto racémico para derivar el compuesto en dos diastereémeros y estos diasteredmeros se
separan mediante cristalizaciéon fraccionada utilizando la diferencia en solubilidad entre estos diastere6meros. La
pureza Optica puede aumentarse repitiendo la recristalizacion. El enantiomero objetivo puede obtenerse eliminando el
agente de resolucion de un diastereocisémero Unico obtenido de esta manera. En la invencion, es preferente un
procedimiento en el que la cristalizacion fraccionada se realiza después de la derivacién en diastereémeros cristalinos
covalentes. Por ejemplo, en el caso en el que debe resolverse un alcohol racémico, el alcohol racémico se deriva en
ésteres de diastereémeros con acidos quiral carboxilicos, a partir de los cuales se toma un diastereémero escasamente
soluble mediante recristalizacioén, y el éster diasteredmero Unico obtenido de esta manera se hidroliza, de manera que
puede obtenerse un alcohol épticamente activo.

(c) Procedimiento de complejo de inclusién

Este es un procedimiento de resolucién optica en el que mediante el uso de moléculas anfitrionas quirales y el uso de
un enantibmero de un compuesto racémico como una molécula huésped, se forma un complejo de inclusion de
manera diastereoselectiva y la pureza éptica es incrementada mediante recristalizacion.

(d) Enriquecimiento preferencial

Este procedimiento se caracteriza en que el enriquecimiento de un enantibmero es causado en un licor madre
mediante recristalizacion de los cristales racémicos. Al mismo tiempo, se depositan cristales que tienen una pureza
oOptica baja con quiralidad opuesta a la del enantiomero en el licor madre.

(2) Reaccion enzimatica

En el caso en que se realiza una reaccién de adicion a un compuesto racémico usando una enzima, tal como lipasa,
solo se produce la reaccién de un compuesto opticamente activo dependiendo del sustrato. Este es un procedimiento
que utiliza esta propiedad y en el que, después de la reaccidén enzimatica, el producto resultante se separa y se purifica
mediante recristalizacién o cromatografia y, a continuacion, el grupo funcional afiadido se elimina bajo condiciones
apropiadas para obtener el compuesto objetivo dpticamente activo. Por otra parte, también existe un procedimiento en
el que un compuesto racémico es modificado especificamente por adelantado, y el compuesto racémico modificado se
somete a una reaccion de degradacién enzimatica y, a continuacion, sélo se obtiene un compuesto 6pticamente activo,
de la misma manera que la descrita anteriormente.

(3) Resolucion optica directa mediante cromatografia

Cuando una fase estacionaria que incorpora un elemento asimétrico al cual esta unido un derivado de un azlcar o
similar se usa como un soporte, se causa una diferencia en el tiempo de retenciéon de cromatografia, permitiendo, de
esta manera, la resolucion. Utilizando esta propiedad, puede realizarse una resolucién directa mediante cromatografia
liquida de alta resolucion con una columna quiral. Los ejemplos de la columna quiral incluyen, por ejemplo,
CHIRALPAK AD-H, CHIRALCEL OJ-HR (DAICEL) y similares.

En el caso en que el atropisdémero de la invencién se usa como un producto farmacéutico, el atropisémero de un
compuesto que tiene la formula general (I) indicada anteriormente puede ser administrado como tal o mediante una
mezcla con un excipiente, diluyente o similar, farmacolégicamente aceptable apropiado, por via oral en la forma de un
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comprimido, una cépsula, un granulo, un polvo, un jarabe o similar, o por via parenteral en la forma de una inyeccion,
un supositorio, un esparadrapo, una preparacién para uso externo o similar.

Estas preparaciones se producen mediante procedimientos bien conocidos usando un aditivo, tal como un excipiente,
un lubricante, un aglutinante, un desintegrante, un emulsionante, un estabilizante, un agente aromatizante o un
diluyente.

La cantidad de atropisomero usado varia dependiendo de los sintomas, la edad o similares. Sin embargo,
preferentemente, se administra en el caso de una administracién oral a un ser humano adulto en una dosis de 0,02
mg/kg (preferentemente 0,1 mg/kg) como limite inferior y 100 mg/kg (preferentemente 10 mg/kg) como limite superior,
en el caso de la administracion parenteral a una dosis de 0,002 mg/kg (preferentemente 0,01 mg/kg) como limite
inferior y 10 mg/kg (preferentemente 1 mg/kg) como limite superior, de una a seis veces al dia dependiendo de los
sintomas.

A continuacion, la invencién se describira mas detalladamente con referencia a los Ejemplos, los Ejemplos de ensayo y
los Ejemplos de preparacion. Sin embargo, el alcance de la invencion no se limita a los mismos.

Ejemplos

Ejemplo 1

(+/-)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida

El compuesto se sintetizé mediante el procedimiento descrito en el Ejemplo 16 del documento WO 2006/012642.

'H-RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,90 (2H, d, J = 8,6 Hz), 7,83-7,80 (3H, m), 7,70-7,58 (3H, m), 7,34 (1H, d, J = 7,4 Hz),
7,30 (1H, s), 3,32 (3H, s), 3,05 (3H, s), 2,09 (38H, s). HR-MS (ES]I) calculado para Cz1H20F3N203S [M+H]", m/z requerido:
437,1147, encontrado: 437,1157.

Ejemplo 2
Resolucion éptica del compuesto del Ejemplo 1

Usando 5 ml de una solucion de etanol (4 a 6 mg/ml) de (+/-)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-
(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida, se realizd 9 veces una resolucion bajo las siguientes condiciones de
HPLC, y se obtuvieron 86 mg del isomero A como un soélido a partir de una fracciéon que contenia Isémero A (tr = 11
min), y se obtuvieron 87 mg de isémero B como un soélido a partir de una fraccién que contenia isémero B (tr = 18 min).

Para la separacion mediante HPLC usando una columna quiral, se usaron las condiciones siguientes.

Aparato: Shimadzu Class-VP System (LC-8/SCL-10AVP/SPD-10AVP); columna: CHIRALPAK AD-H (2 cm x 25 cm)
columna de semi-fraccionamiento; caudal: 8.0 ml/min; disolvente de elucién: etanol (100%, isocréatico); deteccion: UV
(254 nm)

Isémero A: (-)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2- (trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida
[a]p?": -18%(c = 1,0, EtOH).

"H-RMN (500 MHz, CDCl3) &: 7,92 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,85-7,80 (3H, m), 7,69-7,64 (2H, m), 7,61 (1H, t, J = 7,3 Hz),
7,35 (1H, d, J = 7,3 Hz), 7,31 (1H, s) 3,33 (3H, s), 3,06 (3H, s), 2,10 (3H, S).

HR-MS (ESI) calculado para Cz1H20F3N203S [M+H]", m/z requerido: 437,1147, encontrado: 437,1138.
Tiempo de retencién: 4,1 min.

Para un analisis mediante HPLC usando una columna quiral, se usaron las condiciones siguientes. (En adelante, el
analisis se realizé bajo las mismas condiciones. El tiempo de retencién se determiné mediante HPLC quiral).

Aparato de analisis: Shimadzu Class-VP System (LC-10 ADVP/SCL-10AVP/SPD-M10AVP/CT010ACVP/ DGU12A);
columna: CHIRALPAK AD-H (0,46 cm x 25 cm); Caudal: 1,0 ml/min; disolvente de elucién: etanol (100%, isocratico);
deteccion: UV (254 nm)

Isémero B: (+)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]- 1H-pirrol-3-carboxamida

[a]p?: 182 (¢ = 1,2, EtOH).

'H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,91 (2H, d, J = 8,8 Hz), 7,85-7,80 (3H, m), 7,68-7,64 (2H, m), 7,61 (1H, t, J = 7,3 Hz),
5
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7,35 (1H, d, J = 7,3 Hz), 7,31 (1H, s), 3,33 (3H, s), 3,06 (3H, s), 2,10 (3H, 3).

HR-MS (ESI) calculado para Ca1H20F3N203S [M+H]", m/z requerido: 437,1147, encontrado: 437,1153.
Tiempo de retencién: 6,3 min.

Ejemplo 3

(+/-)-1-(2-hydroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2- (trifluorometil)fenil]- 1 H-pirrol-3-carboxamida

Después de obtener 4-metil-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxilato de metilo mediante el procedimiento
descrito en el Ejemplo 16 del documento WO 2006/012642, se realiz6 la reaccidn siguiente usando este compuesto
como materia prima.

Se disolvid 4-metil-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxilato de metilo (1,4 g, 4,9 mmol) en metanol (12 ml), y se
anadié una soluciéon 5 M de hidréxido de sodio acuoso (10 ml), y la mezcla resultante se calenté a reflujo durante 3
horas. Después de enfriar la mezcla a temperatura ambiente, se afadié acido formico (5 ml) a la misma para detener la
reacciéon. Después de concentrar la mezcla a presién reducida, se afiadié agua (10 ml) a la misma para suspender el
residuo resultante. El sélido precipitado se recogié mediante filtracion y se lavd 3 veces con agua. El sélido obtenido se
sech a presion reducida, de manera que se obtuvo acido 4-metil-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxilico (1,1 g,
83%) como un sdlido. El sélido obtenido de esta manera se suspendi6 en diclorometano (10 ml), se afadi6 cloruro de
oxalilo (0,86 ml, 10 mmol), y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de
concentrar la mezcla a presién reducida, el residuo se disolvié en tetrahidrofurano (10 ml), y se afadieron
secuencialmente clorhidrato de 4-(metilsulfonil)anilina (1,0 g, 4,9 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (2,8 ml, 16 mmol) a la
solucion, y la mezcla resultante se calenté a reflujo durante 18 horas. Después de enfriar la mezcla a temperatura
ambiente, el disolvente se separd mediante destilacion a presién reducida, y se afadieron acetonitrilo (10 ml) y acido
clorhidrico 3 M (100 ml) al residuo. Un sélido precipitado se triturd, se recogié mediante filtracion y se lavé con agua y, a
continuacion, se secé a presion reducida, de manera que se obtuvo 4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-
(trifluorometil)fenil]-1H -pirrol-3-carboxamida (1,4 g, 89%) como un sélido.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 11,34 (1H, brs), 9,89 (1H, s), 7,97 (2H, d, J = 6,6 Hz), 7,87-7,81 (3H, m), 7,73 (1H, t, J
= 7,4 Hz), 7,65-7,61 (2H, m), 7,44 (1H, d, J = 7,8 Hz), 3,15 (3H, s), 2,01 (3H, s).

Se disolvié hidruro sodico (0,12 g, 3 mmoles, dispersion al 60% en aceite mineral) en N,N-dimetilformamida (1,5 ml) y
se afadié 4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-[(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida (0,47 g, 1,1 mmol) a la
misma y, a continuacién, la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, se
anadié 1,3,2-dioxatiolano-2,2-di6éxido (0,14 g, 1,2 mmol) a la misma, y la mezcla resultante se agitd6 a temperatura
ambiente. Después de 1 hora, se afadié de nuevo hidruro de sodio (40 mg, 1,0 mmoles, oleoso, 60%) a la misma, y la
mezcla resultante se agitd durante 30 minutos. A continuacion, se anadié 1,3,2-dioxatiolano-2,2-diéxido (12 mg, 0,11
mmol) a la misma, y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de concentrar la
mezcla a presién reducida, se afadi6 metanol (5 ml) al residuo y las sustancias insolubles se eliminaron mediante
filtracion, y el filtrado se concentrd de nuevo. Al residuo se afadieron tetrahidrofurano (2 ml) y acido clorhidrico 6 M (2
ml), y la mezcla resultante se agité a 60°C durante 16 horas. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente y, a
continuacion, se disolvié en acetato de etilo, y se lavd con agua y solucién salina saturada. La capa organica se seco
sobre sulfato de sodio anhidro y se filtrd. A continuacién, el filtrado se concentré a presion reducida, y el residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo), de manera que se obtuvo el compuesto
objetivo (0,25 g, 48%).

'"H-RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,89-7,79 (m, 6H), 7,66-7,58 (m, 2H), 7,49 (s, 1H), 7,36 (d, 1H, J = 7,4 Hz), 3,81-3,63 (m,
4H), 3,05 (s, 3H), 2,08 (s, 3H).

HR-MS (ESI) calculado para C22H22F3N204S [M+H]*, m/z requerido: 467,1252, encontrado: 467,1246.

Calculado anal. para Cx2H21F3N204S: C, 56,65, H, 4,54, N, 6,01, F, 12,22, S, 6,87. Encontrado: C, 56,39, H, 4,58, N,
5,99, F, 12,72, S, 6,92.

Ejemplo 4
Resolucion éptica del compuesto del Ejemplo 3

La resolucién se realizé 4 veces de la misma manera que en el Ejemplo 2, de manera que se obtuvieron 74 mg del
isomero C como un sélido a partir de una fraccién que contenia el Isémero C (tr = 10 min), y se obtuvieron 71 mg del
isémero D, como un sélido a partir de una fraccion que contenia el isémero D (tr = 11 min).

Isémero C: (+)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida
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[a]o?": 7,1%(C = 1,0, EtOH).

'"H-RMN (400 MHz, CDCls) : 7,91 (s, 1H), 7,87-7,79 (m, 5H), 7,67-7,58 (m, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,35 (d, 1H, J = 7,0 Hz),
3,78-3,65 (m, 4H), 3,05 (s, 3H), 2,07 (s, 3H).

HR-MS (ESI) calculado para CaoH2oF3N204S [M+H]", m/z requerido: 467,1252, encontrado: 467,1260.
Tiempo de retencién: 4,0 min.

Isémero D: (-)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]- 1H-pirrol-3-carboxamida
[a]p®": -7,2%(C = 1,1, EtOH).

'"H-RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,88-7,79 (m, 6H), 7,67-7,58 (m, 2H), 7,50 (s, 1H), 7,36 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 3,79-3,65 (m,
4H), 3,05 (s, 3H), 2,08 (s, 3H).

HR-MS (ESI) calculado para CaoH2oF3N204S [M+H]", m/z requerido: 467,1252, encontrado: 467,1257.

Tiempo de retencién: 4,5 min.

Ejemplo 5

(+/-)-1-(2-hydroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]- 1H-pirrol-3-carboxamida
El compuesto se sintetizé6 mediante el procedimiento descrito en el documento WO 2006/012642.

"H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,91 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,82 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,69 (1H, s), 7,46 (1H, s), 7,32 (1H, d, J
= 2.0 Hz), 7,28-7,27 (1H, m), 7,14 (1H, dd, J = 8,3 y 2,0 Hz), 3,92 (3H, s), 3,82-3,66 ( 4H, m), 3,06 (3H, 5), 2,10 (3H, S).

HR-MS (ESI) calculado para Cz3H24F3N20sS [M+H]", m/z requerido: 497,1358, encontrado: 497,1361.
Ejemplo 6
Resolucion optica del compuesto del Ejemplo 5

La resolucién se realizé 7 veces de la misma manera que en el Ejemplo 2, de manera que se obtuvieron 50 mg del
isdmero E como un solido a partir de una fraccion que contenia el isémero E (tr = 11 min), y se obtuvieron 41 mg del
isémero F como un sélido a partir de una fracciéon que contenia el Isémero F (tg = 14 min).

Isémero E: (-)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida
[a]p?: -1.3%(c = 1,0, EtOH).

'"H-RMN (500 MHz, CDCls) 5: 7,90 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,83-7,79 (3H, m), 7,48 (1H, s), 7,32 (1H, d, J = 2,4 Hz), 7,28-
7,25 (1H, m), 7,14 (1H, dd, J = 8,3 y 2,4 Hz), 3,92 (3H, s), 3,81-3,65 (4H, m), 3,06 (3H, s ), 2,09 (3H, s), 1,82 (1H, brs).

HR-MS (ESI) calculado para CazzH24F3N20sS [M+H]", m/z requerido: 497,1358, encontrado: 497,1359.

Tiempo de retencién: 4,1 min.

Isémero F: (+)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida
[a]o?: 1,62 (c = 0,8, EtOH).

"H-RMN (500 MHz, CDCls) 5: 7.91 (2H, d, J = 8,8 Hz), 7,81 (2H, d, J = 8,8 Hz), 7,69 (1H, s), 7,46 (1H, s), 7,32 (1H, d, J
= 2,4 Hz), 7,28-7,25 (1H, m), 7,14 (1H, dd, J = 8,3 y 2,4 Hz), 3,92 (3H, s), 3,82-3,66 (4H, m), 3,05 (3H, s), 2,09 (3H, ).

HR-MS (ESI) calculado para Caz3H24F3N20sS [M+H]", m/z requerido: 497,1358, encontrado: 497,1340.
Tiempo de retencién: 4,7 min.
Ejemplo de ensayo 1

Se construy6 un plasmido pM-hMR-LBD que se obtiene mediante la unién de un dominio de unién de ligando (LBD,
correspondiente a una region de aproximadamente 308 aminoacidos en el extremo carboxilo) de receptor de
mineralocorticoides humano (hMR, NM_000901) a un dominio de unién a ADN (correspondiente a una regién de 147
aminodcidos en el extremo amino) de un factor de transcripcion de levadura GAL4 y que expresa el receptor GAL4-
hMR. Usando un plasmido informador que tiene una secuencia que se une al dominio de unién a ADN de GAL4
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(secuencia UAS) y que contiene un gen de luciferasa (tal como PFR-Luc, un plasmido disponible en Stratagene
Cloning Systems), se realiz6 un ensayo de informador.

El plasmido pM-hMR-LBD obtenido previamente y el plasmido informador se transfectaron en una linea celular renal
HEK293 obtenida de feto humano mediante el procedimiento de lipofeccién. Al dia siguiente, las células se trataron con
tripsina y se recogieron. Se preparé una placa de 96 pocillos blancos (fabricada por Costar, Inc.), y las células se
dispensaron en cada pocillo en una cantidad de 95 ul usando un medio DMEM que contenia 5% de FBS (suero fetal
bovino), que habia sido tratado con carbén activado.

Con relacion a cada compuesto de ensayo, se usaron soluciones obtenidas mediante la disolucién del compuesto de
ensayo en dimetilsulfoxido a concentraciones predeterminadas, y las soluciones se diluyeron apropiadamente con
medio y se afadieron a las células en la placa de 96 pocillos blancos para dar una concentracién final del 0,1%.
Cuando se anadié el compuesto de ensayo, se dej6 presente aldosterona 1 nM. Un grupo de pocillos a los que se
anadié sulféxido de dimetilo fue asignado al grupo de control 1, y un grupo de pocillos a los que se afadié6 1 nM
aldosterona fue asignado el grupo de control 2. Después de la adicion, la placa se incubé durante la noche.

Al dia siguiente, se retir6 el medio y se prepard un sustrato de luciferasa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) segin
el prospecto del envase y se anadi6 a cada pocillo en una cantidad de 50 pl y, a continuacién, la placa se agité durante
aproximadamente 30 minutos. La intensidad de la luminiscencia de cada pocillo se midié usando Analyst (fabricado por
Molecular Devices Corporation) y se tomé como la actividad de la luciferasa. El valor de la actividad de la luciferasa del
grupo de control 1 se tom6 como el 0%, el valor de la actividad de la luciferasa del grupo de control 2 se tomé como el
100%, y los valores relativos de la actividad de la luciferasa para las dosis respectivas del grupo de adicién de
compuesto de ensayo se trazaron para crear un grafico. A partir del grafico, el valor maximo se calcul6 como Imax (%),
y la concentracién del compuesto de ensayo que muestra el valor de Imax/2 se calculé6 como ICmax50 (M). En la Tabla
1, se muestran los valores ICmax50.

(Resultados) Tal como se muestra en la Tabla 1 siguiente, el atropisémero de la invencién mostrd una notable actividad
antagonista del receptor de mineralocorticoides, en comparacién con el compuesto racémico correspondiente.

Tabla 1
Compuesto de ensayo ICmax50 (nM) Imax (%)
Compuesto del Ejemplo 1 13 95
Isémero A >1.000 N.D'
Isbmero B 2,6 123
Compuesto del Ejemplo 3 53 105
Isémero C >1.000 N.D'
Isomero D 24 99
Compuesto del Ejemplo 5 53 97
Isomero E 1,8 115
Isémero F >1.000 N.D'
': No determinado

Ejemplo de Ensayo 2

Se usaron monos Cynomolgus (machos), y los monos se mantuvieron en ayunas desde un dia antes de la
administracién del compuesto de ensayo. La muestra de administracion se prepar6 afiadiendo una solucién de 0,5% de
MC (metil celulosa) al compuesto de ensayo, de manera que la dosis era de 3 mg/2 ml/kg. Cada muestra de
administracién se administr6é al estomago del mono cynomolgus usando un tubo. Después de administrar la muestra,
se administraron aproximadamente 5 ml de agua. Cada muestra de administracion se administr6 a tres monos
cynomolgus en un grupo.

Con relacién a la recogida de sangre, se recogié aproximadamente 1 ml de sangre de la vena femoral antes de la
administracién, y 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 24 y 48 horas después de la administracién usando una jeringa de
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inyeccién tratada con heparina. La sangre recogida se centrifugdé (15.000 xg, 3 min, 4°C) para obtener plasma. El
plasma obtenido se almacend en un congelador (-20°C) hasta el pretratamiento. Preparacion de la solucién estandar y
la solucién estandar interna (IS): Cada compuesto de ensayo se disolvid en acetonitrilo, de manera que se prepar6 una
solucién de 1 mg/ml de cada compuesto de ensayo. Se preparé una solucién estandar diluyendo cada solucion de
compuesto con acetonitrilo. Ademas, se disolvi6 warfarina de sodio (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) en
acetonitrilo para preparar una solucién IS de 500 ng/ml.

Pretratamiento de la muestra de plasma: Se tomaron 50 pl de la muestra de plasma y se anadieron a la misma 50 pl de
acetonitrilo. Para una curva de calibracion, se afiadieron 50 pl de cada solucion estandar (solucién de acetonitrilo) a 50
pl del plasma en blanco. A todas las muestras, se anadieron 150 pL de la solucién de acetonitrilo IS, y la mezcla se
agité y, a continuacién, se centrifugdé (aproximadamente 1.800 xg, 30 min, 4°C). Después de realizar la filtracién con
una placa Sirocco de precipitacion de proteinas (Waters Corporation), el filtrado se diluyé apropiadamente con una fase
movil para preparar una muestra de analisis LC-MS/MS.

Determinacion del compuesto de ensayo: La concentracion en plasma de cada compuesto de ensayo se analizé
mediante el procedimiento LC-MS/MS.

Condiciones del andlisis HPLC
HPLC: Serie LC-10Avp: Promience (Shimadzu Corporation)
Columna: X-Bridge RP18, 2,0 mm I.D. x 50 mm, 2,5 um (Waters Corporation)
Fase movil: A = solucién de formiato de amonio acuoso 10 mm, B = acetonitrilo
Condiciones de analisis MS/MS
MS: API 4000 (AB/MDS SCIEX, Inc.)
Procedimiento de ionizacién: Turbo pulverizacion de iones (positivos 0 negativos)
Modo de ionizacion: lonizacién quimica a presion atmosférica (APCI)
Modo de deteccién: MRM

Andlisis: Se calculd un parametro farmacocinético a partir de la concentraciéon en plasma de cada agente usando
WinNonlin Professional (Ver. 4.0.1, Pharsight Corporation). Incidentalmente, se usé el modelo Noncompartment
como un modelo para el calculo del parametro.

(Resultados) Se evaluaron los compuestos del Ejemplo 1, Isémero B del Ejemplo 2, Ejemplo 3, Isémero D del Ejemplo
4, Ejemplo 5 e Isémero E del Ejemplo 6. Como resultado, tal como se muestra en la Tabla 2, el isomero B, el Isémero D
y el Isbmero E, que son atropisdmeros con alta actividad demostrada en el Ejemplo de ensayo 1 mejoraron
considerablemente la concentracién en plasma en comparaciéon con los compuestos del Ejemplo 1, Ejemplo 3 y
Ejemplo 5, que son los compuestos racémicos correspondientes, respectivamente.

Tabla 2

Compuesto de ensayo AUC ' (ng.h/ml) Cmax  (ng/ml)
Ejemplo 1 860 42
Isémero B 3.496 184
Ejemplo 3 33 2
Isémero D 7.187 681
Ejemplo 5 7.667 380
Isémero E 26.390 1.330
. AUC (ng-h/ml): Area bajo la concentracién en plasma (medida mediante el
procedimiento LC-MS/MS) versus la curva de tiempo (0-48h);
2 Cmax (ng/ml): concentracion maxima
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(Ejemplo de formulacién 1) Capsula

Isémero B 50,0 mg
Lactosa 128,7
Almidén de maiz 70,0
Estearato de magnesio 1,3

250 mg

El polvo de la formulacién anterior se mezclé y, después de pasar la mezcla a través de un tamiz de malla 60, el polvo
se rellend en una capsula de gelatina N® 3 de 250 mg para preparar una capsula.

(Ejemplo de preparacién 2) Comprimido

Isébmero D 50,0 mg
Lactosa 124,0
Almidén de maiz 25,0
Estearato de magnesio 1,0

200 mg

El polvo de la formulacién anterior se mezcl6 y se conform6é en comprimidos con una maquina de formacion de
comprimidos para preparar un comprimido (200 mg por comprimido).

Aplicabilidad industrial

El atropisémero de un compuesto que tiene la férmula general () de la invencion muestra actividades farmacologicas
particularmente excelentes, tal como una actividad antagonista del receptor de mineralocorticoides, una actividad
antihipertensiva, una actividad vasodilatadora, una actividad cardioprotectora, una actividad inhibidora de la nefropatia,
una actividad antiarteriosclerética y una actividad diurética, y también es altamente seguro, por lo tanto, es Gtil como un
agente profilactico o terapéutico para la hipertensién, angina de pecho, sindrome coronario agudo, insuficiencia
cardiaca congestiva, nefropatia, arteriosclerosis, infarto cerebral, fibrosis o aldosteronismo primario.
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REIVINDICACIONES

1. Un atropisémero de un compuesto representado por la formula general (1) siguiente:

H,C Srp
C»:'.-r \@\N CH; CF,
NS S
N
\

E

en la que R' es un grupo metilo o un grupo 2-hidroxietilo; y R? es un atomo de hidrégeno o un grupo metoxi,
seleccionado de entre:

(-)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida,
(+)-1,4-dimetil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida; y
(-)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida.

2. Atropisdmero segun la reivindicacién 1, que es
(-)-1-(2-hidroxietil)-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

3. Atropisdmero segun la reivindicacién 1, que es
(+)-1,4-dimetil-N-[4-(meti-sulfonil)fenil]-5-[2-(trifluorometil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

4. Atropisémero segun la reivindicacion 1, que es
(-)-1-(2-hidroxietil)-5-[4-metoxi-2-(trifluorometil)fenil]-4-metil-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-1H-pirrol-3-carboxamida;

5. Un producto farmacéutico, que comprende el atropisdmero segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 como
un ingrediente activo.

6. Un agente profilactico o terapéutico para una enfermedad cardiovascular, que comprende el atropisémero segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 como un ingrediente activo.

7. Un agente profilactico o terapéutico para la hipertensiéon, que comprende el atropisémero segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 como un ingrediente activo.

8. Una composicién farmacéutica que comprende el atropisémero segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4y
un vehiculo farmacolégicamente aceptable.
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