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DESCRIPCION
Bloqueantes poli-aromaticos de los canales de sodio

CONTINUACION DE LOS DATOS DE SOLICITUD

Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados Unidos N° de serie 61/031.466 presentada el
26 de febrero de 2008.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a bloqueantes de los canales de sodio. La presente invencién también incluye una
variedad de métodos de tratamiento que usan estos bloqueantes de los canales de sodio de la invencion.

Descripcion de los antecedentes

Las superficies de la mucosa en la interfaz entre el entorno y el cuerpo han desarrollado una serie de "defensas
innatas", es decir, mecanismos de proteccién. Una forma principal de dichas defensas innatas es limpiar estas
superficies con liquido. Normalmente, la cantidad de la capa liquida sobre la superficie de la mucosa refleja el
equilibrio entre la secrecion de liquido epitelial, que con frecuencia refleja la secrecién de aniones (CI” y/o HCO3)
junto con agua (y un contraidn catiénico), y la absorcion de liquido epitelial, que con frecuencia refleja la absorcion
de Na* (junto con agua y un contraanién (CI” y/o HCOs'). Muchas enfermedades de las superficies de la mucosa son
provocadas por un liquido demasiado poco protector sobre esas mucosas, generado por un desequilibrio entre la
secrecion (demasiado escasa) y la absorcidon (relativamente elevada). Los procesos defectuosos del transporte
salino que caracterizan estas disfunciones de la mucosa se encuentran en la capa epitelial de la superficie de la
mucosa.

Un enfoque para restablecer la capa de liquido protectora sobre las superficies de la mucosa es "reequilibrar" el
sistema bloqueando los canales de Na* y la absorcién de liquido. La proteina epitelial que media la etapa limitante
de la velocidad de absorcién de Na* y de liquido es el canal de Na* epitelial (ENaC). El ENaC esta situado en la
superficie apical del epitelio, es decir, en la interfaz superficie de la mucosa-entorno. Por tanto, para inhibir los ENaC
mediados por la absorcién de Na* y de liquido, se debe suministrar un bloqueante de ENaC de tipo amilorida (que
bloquea desde el dominio extracelular de los ENaC) en la superficie de la mucosa y, lo mas importante, se debe
mantener en este sitio, para conseguir una utilidad terapéutica. La presente invencién describe enfermedades
caracterizadas por demasiado poco liquido sobre las superficies de la mucosa y bloqueantes de los canales de sodio
"topicos" disefiados para presentar una mayor potencia, una menor absorcion de la mucosa, y una disociacion lenta
("desunién” o separacion) de los ENaC necesarios para el tratamiento de estas enfermedades.

Las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas se caracterizan por la deshidratacion de las superficies de las
vias respiratorias y la retencion de secreciones mucosas en los pulmones. Ejemplos de dichas enfermedades
incluyen fibrosis quistica, bronquitis crénica, y discinesia ciliar primaria o secundaria. Dichas enfermedades afectan
aproximadamente a 15 millones de pacientes en Estados Unidos, y son la sexta causa de muerte. Otras
enfermedades pulmonares o de las vias respiratorias caracterizadas por la acumulacién de secreciones retenidas de
moco incluyen la sinusitis (una inflamacién de los senos paranasales asociada a infeccion respiratoria superior) y la
neumonia.

La bronquitis cronica (BC), que incluye la forma genética letal mas comun de la bronquitis crénica, la fibrosis quistica
(FQ), son enfermedades que reflejan la incapacidad del cuerpo para eliminar la mucosidad, normalmente, de los
pulmones, que en ultima instancia produce la infeccién crénica de las vias respiratorias. En el pulmén normal, la
defensa principal contra la infeccién crénica de las vias respiratorias intrapulmonares (bronquitis crénica) esta
mediada por la eliminaciéon continua de la mucosidad de las superficies de las vias respiratorias bronquiales. Esta
funcién en sujetos sanos elimina eficazmente del pulmén toxinas y patégenos potencialmente nocivos. Datos
recientes indican que el problema inicial, es decir, el "defecto basico", tanto en BC como en FQ es la incapacidad a
la hora de eliminar la mucosidad de las superficies de las vias respiratorias. La incapacidad a la hora de eliminar la
mucosidad se refleja en un desequilibrio entre la cantidad de liquido y de mucina en las superficies de las vias
respiratorias. Este "liquido de la superficie de las vias respiratorias" (LSVR) esta constituido principalmente de sales
y agua en proporciones similares al plasma (es decir, isoténico). Las macromoléculas de mucina se organizan en
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una "capa de mucosidad" bien definida que normalmente atrapa las bacterias inhaladas y es transportada fuera del
pulmén mediante la accién de los cilios que se agitan en una solucién acuosa de baja viscosidad denominada
"liquido periciliar" (LPC). En estado patoldgico, existe un desequilibrio en las cantidades de mucosidad en forma de
LSVR sobre las superficies de las vias respiratorias. Esto produce una reduccion relativa en el LSVR que da lugar a
la concentracion de mucosidad, la reduccion en la actividad lubricante del LPC, y la incapacidad a la hora de eliminar
la mucosidad mediante la actividad ciliar hacia la boca. La reduccién en la eliminacion mecanica de la mucosidad
procedente de los pulmones da lugar a la colonizacion bacteriana crénica de la mucosidad adherida a las superficies
de las vias respiratorias. Esta retencién crénica de las bacterias, la incapacidad de las sustancias antimicrobianas
locales para matar las bacterias atrapadas en la mucosidad de forma cronica, y la posterior respuesta inflamatoria
cronica del cuerpo a este tipo de infeccion superficial son las que dan lugar a los sindromes de BC y FQ.

La poblacion afectada actualmente en Estados Unidos es de 12.000.000 de pacientes con la forma adquirida
(principalmente por exposicion al humo del tabaco) de bronquitis crénica y aproximadamente 30.000 pacientes con
la forma genética, la fibrosis quistica. En Europa se dan nimeros aproximadamente iguales de ambas poblaciones.
En Asia hay poca FQ, pero la incidencia de la BC es alta y, al igual que en el resto del mundo, va en aumento.

Actualmente existe una gran necesidad médica no satisfecha de productos que traten especificamente la BC y la FQ
a nivel del defecto basico que provoca estas enfermedades. Los tratamientos actuales para la bronquitis crénica y la
fibrosis quistica se centran en el tratamiento de los sintomas y/o de los efectos tardios de estas enfermedades. Asi,
para la bronquitis cronica, estan en desarrollo B-agonistas, esteroides inhalados, agentes anticolinérgicos, y
teofilinas orales e inhibidores de la fosfodiesterasa. No obstante, ninguno de estos farmacos trata eficazmente el
problema fundamental de la incapacidad a la hora de eliminar la mucosidad del pulmén. De forma similar, en la
fibrosis quistica, se usa el mismo espectro de agentes farmacoldgicos. Estas estrategias se han complementado con
estrategias mas recientes disefiadas para eliminar la FQ pulmonar del ADN ("Pulmozyme"; Genentech) que se ha
depositado en el pulmén por medio de neutréfilos que han intentado indtiimente matar las bacterias que crecen en
las masas de mucosidad adherente y mediante el uso de antibiéticos inhalados ("TOBI") disefiados para aumentar
los mecanismos de defensa de los propios pulmones para deshacerse de las placas de mucosidad adherente de
bacterias. Un principio general del cuerpo es que si la lesion iniciadora no se trata, en este caso la
retencion/obstruccion de mucosidad, las infecciones bacterianas se convierten en cronicas y cada vez mas
refractarias al tratamiento antimicrobiano. Asi, una necesidad terapéutica importante no satisfecha para las
enfermedades pulmonares BC y FQ es un medio eficaz de rehidratar la mucosidad de las vias respiratorias (es decir,
restaurar/expandir el volumen del LSVR) y promover su eliminacion, con las bacterias, del pulmon.

R.C. Boucher, en la patente de Estados Unidos 6.264.975 describe el uso de bloqueantes de los canales de sodio
de pirazinoilguanidina para la hidratacién de las superficies de la mucosa. Estos compuestos, caracterizados por los
diuréticos bien conocidos amilorida, benzamilo, y fenamilo, son eficaces. No obstante, estos compuestos adolecen
de las desventajas significativas de que son (1) relativamente poco potentes, que es importante debido a que la
masa de farmaco que se puede inhalar en el pulmoén es limitada; (2) se absorben rapidamente, lo que limita la semi-
vida del farmaco sobre la superficie de la mucosa; y (3) se pueden disociar libremente en los ENaC. La suma de
estas desventajas materializada en estos diuréticos muy conocidos produce compuestos con una potencia y/o una
semi-vida eficaz sobre las superficies de la mucosa insuficientes para que tengan un beneficio terapéutico con el fin
de rehidratar las superficies de la mucosa.

R.C. Boucher, en la patente de Estados Unidos 6.926.911 sugiere el uso de bloqueantes de los canales de sodio
relativamente poco potentes, tales como la amilorida, con osmolitos para el tratamiento de enfermedades de las vias
respiratorias. Esta combinacion no proporciona ninguna ventaja practica sobre el tratamiento solo y tampoco es
clinicamente util, véase, Donaldson y col., N Eng J Med., 2006; 353:241-250. Se comprobd que la amilorida bloquea
la permeabilidad al agua de las vias respiratorias y deniega el beneficio potencial del uso simultaneo de solucion
salina hiperténica y amilorida.

La patente de Estados Unidos N° 5.817.028 de Anderson describe un método para provocar el estrechamiento del
paso de aire (para evaluar la susceptibilidad al asma) y/o la induccidon de esputo en sujetos mediante la inhalacion
de manitol. Se sugiere que esa misma técnica se puede usar para inducir el esputo y promover la eliminacion
mucociliar. Las sustancias sugeridas incluyen cloruro sédico, cloruro de potasio, manitol y dextrosa.

El documento WO 2007/146869 describe compuestos de pirazinoilguanidina sustituidos con fenilo que tienen una
doble actividad, tanto como bloqueantes de los canales de sodio como B-agonistas.

El documento WO 2005/034847 describe métodos de tratamiento profilacticos para la proteccion de individuos y/o
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poblaciones frente a infecciones de patdgenos transmitidos por via aérea mediante la administracion de otro tipo de
bloqueantes de los canales de sodio de pirazinoilguanidina.

El documento WO 2007/071400 describe una clase de derivados de 2-acilguanidina-piracina sustituidos sobre el
resto guanidina con un grupo que contiene carbociclos aromaticos de 6 a 15 miembros o un heterociclo de 4 a 14
miembros para el tratamiento de dolencias mediadas por el bloqueo de un canal de sodio epitelial, en particular de
una dolencia inflamatoria o alérgica.

El documento WO 2007/018640 desvela otro tipo de derivados de pirazinoilguanidina sustituidos con fenilo para su
uso en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y la rehidratacion de las superficies de la mucosa.

Claramente, se necesitan farmacos que sean mas eficaces a la hora de restaurar la eliminacion de la mucosidad de
los pulmones de pacientes con BC/FQ. El valor de estos nuevos tratamientos se reflejara en mejoras en la calidad
de vida y su duracion tanto en poblaciones con FQ como con BC.

Otras superficies de la mucosa en y sobre el cuerpo presentan diferencias sutiles en la fisiologia normal de los
liquidos protectores superficiales sobre sus superficies, pero la patofisiologia de la enfermedad refleja un tema
comun, es decir, demasiado poco liquido protector superficial. Por ejemplo, en la xerostomia (boca seca) la cavidad
oral esta falta de liquido debido a la incapacidad de las glandulas parétidas sublinguales y submandibulares a la
hora de segregar liquido a pesar de la absorcion del liquido mediada por el transporte continuado de Na* (ENaC) en
la cavidad oral. De forma similar, la queratoconjuntivitis sira (ojo seco) esta provocada por la incapacidad de las
glandulas lacrimales a la hora de segregar liquido en vista de la absorcion del liquido continuada dependiente de
Na® sobre las superficies conjuntivas. En la rinosinusitis, existe un desequilibrio, como en la BC, entre la secrecion
de mucina y la reduccion relativa de LSVR. Por ultimo, en el tracto gastrointestinal, la incapacidad a la hora de
secretar CI” (y liquido) en el intestino delgado proximal, combinado con el incremento de la absorcién de Na* (y
liquido) en el ileon terminal da lugar al sindrome de obstruccion del intestino distal (SOID). En pacientes de mayor
edad la absorcién excesiva de Na' (y volumen) en el colon descendente produce estrefiimiento y diverticulitis.

Cincuenta millones de estadounidenses y cientos de millones en todo el mundo padecen de presion arterial elevada
y sus consiguientes secuelas, que dan lugar a insuficiencia cardiaca congestiva e incremento de la mortalidad. Es la
primera causa de muerte en occidente y existe una necesidad de nuevos medicamentos para tratar estas
enfermedades. Asi, ademas, algunos de los nuevos blogueantes de los canales de sodio de esta invencion se
pueden disefiar para que sean selectivos para el rifidon y, como tales, se pueden usar como diuréticos para el
tratamiento de la hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y otras enfermedades cardiovasculares. Estos
nuevos agentes se pueden usar solos o en combinacion con B-bloqueantes, inhibidores de la ACE, inhibidores de la
HMGCoA reductasa, bloqueantes de los canales de calcio y otros agentes cardiovasculares.

RESUMEN DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invencién proporcionar compuestos que sean mas potentes y/o se absorban menos
rapidamente de las superficies de la mucosa, y/o sean menos reversibles en comparacion con los compuestos
conocidos.

Es otro aspecto de la presente invencién proporcionar compuestos que sean mas potentes y/o se absorban menos
rapidamente y/o presenten una menor reversibilidad, en comparacién con compuestos tales como la amilorida,
benzamilo, y fenamilo. Por tanto, los compuestos proporcionaran una semi-vida farmacodinamica prolongada sobre
las superficies de la mucosa en comparacién con los compuestos conocidos.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar compuestos que (1) se absorban menos rapidamente de las
superficies de la mucosa, en particular de las superficies de las vias respiratorias, en comparacién con compuestos
conocidos y; (2) cuando se absorban en las superficies de la mucosa tras su administracion en las superficies de la
mucosa, se conviertan in vivo en sus derivados metabolicos que tienen una eficacia reducida para bloquear los
canales de sodio en comparacion con el compuesto parental administrado.

Es otro objeto de la presente invencidon proporcionar compuestos que sean mas potentes y/o se absorban menos
rapidamente y/o presenten una menor reversibilidad, en comparacién con compuestos tales como la amilorida,
benzamilo y fenamilo. Por tanto, dichos compuestos proporcionaran una semi-vida farmacodinamica prolongada
sobre las superficies de la mucosa en comparaciéon con compuestos previos.
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Es otro objeto de la presente invencion proporcionar compuestos que sean selectivos para el rifion para su uso en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

También se describen métodos de tratamiento que aprovechan las propiedades farmacocinéticas de los compuestos
descritos anteriormente.

En particular, se describen métodos de tratamiento que se basan en la rehidratacién de las superficies de la mucosa.
En particular, se describen métodos de tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Los objetos de la presente invencidon se pueden conseguir con un tipo de pirazinoilguanidina representada por un

compuesto de férmula (11)
O NH
1
Cl Ny N/ILN/WA
| | H H
H,N N NH,

formula Il

en la que A'esta representada por la férmula:

Q Q Q
T Y1 T I3
Q Q Q Q
\Q/ Q// o \Q/ Q/
y en la que

cada Q es, independientemente, C-H, C-R5, 0 C-R6, con la condicién de que al menos un Q sea C-R5;

cada R® es, independientemente, OH, -(CH2),-NR'’-CHy(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR®?,  -O-(CH2)m-NR'-
CH2(CHOR®)(CHOR®),CH20R?, Link-(CH2)a-CAP, Link-(CHz)a-(Z)g-CAP, 0 Link-(CH2)n(Z)g-(CHz)m-CAP;

cada R® es, independientemente, R®, -R’, -OR"", -N(R")2, -(CH2)m-OR?®, -O-(CH2)m-OR®, -(CH2)n-NR'R'®, -O-(CHy)m-
NR'R™,  -(CH2),(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?, -O-(CHz)m(CHORS)(CHORi)n-CHZORa, «(CH.CH20)n-R®,  -O-
(CH2CH20),-R®, -(CHZCHzo;m-CHZCHZNR7R1°, -O-(CH2CH20)-CH2CHoNR'R™, -(CHa)0-C(=0),R'R", -O-(CH2)m-
C(=0).R'R", ~(CHa)(2)R’, -O-(CH2)m-(Z)¢-R’, -(CH2)n-NR'’-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®, -O-(CH2)m-NR™-
CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH;0R?, -(CHa),-CO2R’, -O~(CH2)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucuronido, -O-glucosa,

7
o R o R7
—O-CH, ﬁ(pj 0 —(CHz)n—(-j( -
o ' g R

en la que cuando dos R® son -OR" y estan localizados adyacentes entre si sobre el carbociclo aromatico o el
heterociclo aromatico, los dos OR™" pueden formar un grupo metilenodioxi;

cada R’ es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C1-Cy), fenilo, o fenilo sustituido;
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cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C+-Cy), -C(=O)-R11, glucuronido, 2-tetrahidropiranilo, o
Oy _OR"

OCOR!!

11
_O OCOR
COR!!

5 cada R913es, independientemente, -CO2R’, -CON(R)z, -SO,CHs, -C(=0)R’, -CO,R"®, -CON(R™),, -SO,CH.R™, o -
C(=O)R";

cada R'® es, independientemente, -H, -SO,CHs, -CO2R’, -C(=0),R'R?, -C(=0)R’, 0 -CH2-(CHOH),-CH,0H;

10 cada Z es, independientemente, -(CHOH)-, -C(=0)-, (CHNR'R"")-, -(C=NR'%)-, -NR'’-, -(CHy)n-, (CHNR"R")-, -
(C=NR™)-, 0 -NR"-;

cada R"" es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C-C7), fenilalquilo (C1-C-) o fenilalquilo (C1-C-) sustituido;
15 cada R"™ es, independientemente, R7, R1°, -(CHz)m-NR7R1°,
~(CHz)m- NR'R, «(CH2)m-NR''R"", <(CH)m-(NR''R""'R"")",

~(CH2)m~(CHOR®)-(CH2)mNR"'R", -(CH2)m~(CHOR®)m-(CH2)nNR'R"®, -(CH2)m-NR'°R",

20
~(CH2)m~(CHOR®)-(CH2)m-(NRM'R"'R™)*, -(CH2)m-(CHOR®)m-(CH2)mNR'R’,
'(Cﬂz)n4<:>—v » -(CHp); N >
«(CHy); N—V , -(CHym—N, NRT
-(%)r@*v s ~(CHym—N, NRT
25 o
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(CH,)—N N—V

con la condicién de que en el resto -NR13R13, los dos R"® junto con el nitrégeno al cual estan unidos puedan formar,
opcionalmente, un anillo seleccionado entre:

5
— 1 ! ST
N NR" , ——N NR7
1]
N N ——(CH_)m(CHOR)®i-(CH2)aR° ,
__/
—N N ———(CHa)m(CHOR)® -(CH,),R" >
__/
(o]
—N N —(CHa)n(CHOR)®-(CH,),NR''R!;
__/
10

cada V es, independientemente, -(CHz)n-NR'R', -(CH%)m-NR7R7, «(CH2)m=(NR"'R"R™"Y", -(CHz)n-(CHORa)m-
(CH2)mNR'R'®, -(CH2)n-NR'R"® -(CH2)0-(CHOR®)-(CH2)mNR'R’, -(CH2)n-(CHOR®)m-(CH2)m-(NR"'R"'R™)*

con la condicién de que cuando V esté unido directamente a un atomo de nitrégeno, entonces V también puede ser,
15 independientemente, R7, Rm, o (R”)z;

cada Link es, independientemente, -O-, -(CHz)a-, -O(CHa)m-, -NR"*-C(=0)-NR™-, -NR"-C(=0)~(CHa)m-, -C(=0),R"*-
(CH2)m-, -(CH2)n-(Z)g~(CH2)n-, -S-, -SO-, -SO2-, -SO.NR’-, 0-SO,NR'’-;

20 cada CAP es, independientemente, tiazolidindiona, oxazolidindiona, -heteroaril-C(=0), R13R13, heteroaril-W, -CN, -O-
C(=S).R"™ R™, -(2),R", -CR10((Z)QR13?§(Z)QR13), -C(=0)O0Ar, -C(=0), R"™ Ar, imidazolina, tetrazol, tetrazol amida, -
SO2NHR", -SOZNH-C(R13R13)-(Z)Q-R , un azucar ciclico o un oligosacarido, un amino azucar ciclico, un
oligosacarido, -CR"(-(CH2)m-R’)(-(CH2)m-R®), -N(-(CH2)m-R%)(-(CH2)m-R?), -NR"*(-(CH2)m-CO2R "),
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NRIJRIJ
OH
ﬁ RM g 14
-~ _N | X R
R R4 R N7 R4
R' . ,
0 OH
H H E R|.4
/N\'/Kf\\xbl - | RS
11 11
R LA R _N ,
R4
o
RH
R14 R|4
OH R'!
14
R N.\
RM R‘“
RM .

cada Ar es, independientemente, fenilo, fenilo sustituido, en los que los sustituyentes del fenilo sustituido son 1-3
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en OH, OCHs, NR13R13, Cl, F, y CHs, o
heteroarilo; y

cada W es, independientemente, tiazolidindiona, oxazolidindiona, heteroaril-C(=0), R13R13, -CN, -O-C(=S)nR13R13, -
(2)R"™, -CR1O($Z)QR13)((Z)QR13), -C(=0)OAr, -C(=0), R™Ar, imidazolina, tetrazol, tetrazol amida, -SO,NHR'®, -
SO,NH-C(R®R 3)-(Z)Q-R1 , un azucar ciclico o un oligosacarido, un amino azucar ciclico, un oligosacarido,

(o)

\\)(NR”
Nﬂ \E»-CONR”RU
NRURIJ

NRU

con la condicion de que cuando cualquiera de los grupos -CHOR®- 0 -CH,OR® esté localizado en posicion 1,2- 0 1,3-
el uno con respecto al otro, los grupos R® se pueden tomar juntos, opcionalmente, para formar un 1,3-dioxano o un
1,3-dioxolano ciclico mono- o disustituido;
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cada R es, independientemente, H, R"?, -(CH2),-SO2CHs, -(CH2)n-CO2R ", -(CH2)o-C(=0)R"*R", -(CH2).-C(=0)R",
~(CH2)n-(CHOH),-CH,0H, -NH-(CH2),-SO2CHs, NH-(CH2),-C(=O)R"", NH-C(=O)-NH-C(=O?R”, -C(=0).R"R", -
o1F§”, -NH-(CH2)-R"®, -Br, -Cl, -F, -I, SO.NHR"', -NHR'®, -NH-C(=0)-NR"’R", -(CH2),-NHR", 0 -NH-(CH,),-C(=0)-
R™,

cada R' es, independientemente, -SO,CHs, -COzR’, -C(=0).R'R®, -C(=0)R’, -CHy(CHOH),-CH;OH, -CO:R"™, -
C(=0).R"R", 0 -C(=0)R";

cada g es, independientemente, un nimero entero entre 1y 6;
cada m es, independientemente, un nimero entero entre 1y 7;
cada n es, independientemente, un nimero entero entre O y 7.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto descrito
en el presente documento.

También se describe un método para promover la hidratacién de las superficies de la mucosa, que comprende: la
administracion de una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en la superficie de la
mucosa de un sujeto.

También se describe un método para restaurar la defensa de las mucosas, que comprende: la administracién por via
tépica de una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en la superficie de la mucosa de
un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para bloquear los ENaC, que comprende: la puesta en contacto de los canales de
sodio con una cantidad eficaz de un compuesto representado descrito en el presente documento.

También se describe un método para promover la eliminacién de moco en las superficies de la mucosa, que
comprende: la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto representado descrito en el presente
documento en la superficie de la mucosa de un sujeto.

También se describe un método para tratar la bronquitis crénica, que comprende: la administracion de una cantidad
eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la fibrosis quistica, que comprende: la administracién de una cantidad
eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la rinosinusitis, que comprende: la administracién de una cantidad eficaz
de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la deshidrataciéon nasal, que comprende: la administracién de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en los conductos nasales de un sujeto que lo
necesite.

En una forma de realizacion especifica, la deshidratacion nasal esta provocada por la administracion de oxigeno
seco al sujeto.

También se describe un método para tratar la sinusitis, que comprende: la administracién de una cantidad eficaz de
un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la neumonia, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz
de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la neumonia inducida por respirador, que comprende: la administraciéon
de un compuesto eficaz descrito en el presente documento a un sujeto por medio de un respirador.

También se describe un método para tratar el asma, que comprende: la administracién de una cantidad eficaz de un
compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.
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También se describe un método para tratar la discinesia ciliar primaria, que comprende: la administracién de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la otitis media, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz
de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para inducir el esputo con fines diagndsticos, que comprende: la administracion de
una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, que comprende: la
administracion de una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo
necesite.

También se describe un método para tratar el enfisema, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz de
un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar el ojo seco, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz de
un compuesto descrito en el presente documento en el ojo de un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para promover la hidrataciéon ocular, que comprende: la administracion de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en el ojo de un sujeto.

También se describe un método para promover la hidratacién de la cérnea, que comprende: la administracion de
una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en el ojo de un sujeto.

También se describe un método para tratar la enfermedad de Sjogren, que comprende: la administracion de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la sequedad vaginal, que comprende: la administracion de una cantidad
eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en el tracto vaginal de un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la piel seca, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz de
un compuesto descrito en el presente documento en la piel de un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la boca seca (xerostomia), que comprende: la administraciéon de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento en la boca de un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar el sindrome de obstruccion intestinal distal, que comprende: la
administracion de una cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo
necesite.

También se describe un método para tratar la esofagitis, que comprende: la administracion de una cantidad eficaz
de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar bronquiectasias, que comprende: la administracién de una cantidad
eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar el estrefiimiento, que comprende: la administracion de una cantidad
eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite. En una forma de realizacion
de este método, el compuesto se administra por via oral o mediante un supositorio o enema.

También se describe un método para la tratar la diverticulitis cronica que comprende: la administraciéon de una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar la hipertensién, que comprende la administracion del compuesto descrito
en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para reducir la presion sanguinea, que comprende la administracion del compuesto
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descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar un edema, que comprende la administracién del compuesto descrito en
el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para promover la diuresis, que comprende la administracion del compuesto descrito
en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para promover la natriuresis, que comprende la administracién del compuesto
descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método para promover la saluresis, que comprende la administraciéon del compuesto
descrito en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

También se describen tratamientos que comprenden el uso de osmolitos junto con bloqueantes de los canales de
sodio de férmula (Il) que son mas potentes, mas especificos, y/o se absorben menos rapidamente de las superficies
de la mucosa, y/o son menos reversibles en comparacion con compuestos tales como la amilorida, benzamilo, y
fenamilo.

También se describen tratamientos que usan bloqueantes de los canales de sodio de formula (lI) que son mas
potentes y/o se absorben menos rapidamente y/o presentan una menor reversibilidad, en comparaciéon con
compuestos tales como la amilorida, benzamilo, y fenamilo cuando se administran con un potenciador osmético. Por
tanto, dichos bloqueantes de los canales de sodio, cuando se usan junto con osmolitos, proporcionan una semi-vida
farmacodinamica prolongada sobre las superficies de la mucosa en comparacién con cualquiera de los compuestos
usados individualmente.

También se describen tratamientos que usan bloqueantes de los canales de sodio de formula (Il) y osmolitos, junto
con los cuales se absorben menos rapidamente de las superficies de la mucosa, en particular de las superficies de
las vias respiratorias, en comparacion con compuestos tales como la amilorida, benzamilo y fenamilo.

Es otro objeto de la invencion proporcionar composiciones que contienen bloqueantes de los canales de sodio de
férmula (11) y osmolitos.

También se describe un método para tratar una enfermedad que mejora mediante el incremento de la eliminacion
mucociliar y la hidratacién de la mucosa que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto
de férmula (Il) como se define en el presente documento y un osmolito a un sujeto que necesite el incremento de la
eliminacion mucociliar y la hidratacion de la mucosa.

También se describe un método para inducir el esputo con fines diagndsticos, que comprende la administracion de
una cantidad eficaz de un compuesto de formula (Il) como se define en el presente documento y un osmolito a un
sujeto que lo necesite.

También se describe un método para tratar el antrax, que comprende la administraciéon de una cantidad eficaz de un
compuesto de férmula (1) como se define en el presente documento y un osmolito a un sujeto que lo necesite.

También se describe un método de tratamiento profilactico, profilactico tras exposicién, preventivo o terapéutico
frente a enfermedades o dolencias provocadas por patégenos, en particular patégenos que puedan ser usados en
bioterrorismo, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de férmula (Il) a un sujeto
que lo necesite.

Los objetos de la invencidon también se pueden conseguir con una composicién que comprende un compuesto de
férmula (I1) como se define en el presente documento y un compuesto osmético activo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los compuestos de férmula (II) son mas potentes y/o se
absorben menos rapidamente de las superficies de la mucosa, en particular de las superficies de las vias
respiratorias, y/o menos reversibles por interacciones con los ENaC en comparacion con compuestos tales como la
amilorida, benzamilo y fenamilo. Por tanto, los compuestos de férmula (ll) tienen una semi-vida mas prolongada
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sobre las superficies de la mucosa en comparacion con estos compuestos.

La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos englobados por la férmula
(I) se convierten in vivo en sus derivados metabdlicos que tienen una eficacia reducida para bloquear los canales de
sodio en comparacion con el compuesto parental administrado, después de que se absorban en las superficies de la
mucosa tras su administracion. Esta propiedad importante significa que los compuestos tendran una menor
tendencia a provocar efectos secundarios no deseables al bloquear los canales de sodio situados en localizaciones
no selectivas en el cuerpo del receptor, por ejemplo, en los rifiones.

La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos englobados por la férmula
(I) son selectivos para los rifiones y asi se pueden usar como agentes cardiovasculares.

Ejemplos de halégeno incluyen fldor, cloro, bromo y yodo. El cloro y el bromo son los halégenos preferidos. El cloro
es particularmente preferido. Esta descripcion se puede aplicar al término "halégeno” como se usa a lo largo de la
presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, el término "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 subintervalos entre
medias, tales como: 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono. El término "alquilo" engloba todos los tipos de dichos
grupos, por ejemplo, grupos alquilo lineales, ramificados, y ciclicos. Esta descripcién se puede aplicar al término
"alquilo inferior" como se usa a lo largo de la presente divulgacion. Ejemplos de grupos alquilo inferiores adecuados
incluyen metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, butilo, isobutilo, etc.

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

En una forma de realizacién preferida, A'es

v

O=—=0
0—0

Q
X A
Z

\O/ &

en la que cada Q es, independientemente, C-H, C-R5, o C-R6, con la condicién de que al menos un Q sea C-R®. Por
tanto, Q puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 C-H. Por tanto, Q puede ser 1,2, 3,4,5,06 C-R®. En una forma de realizacion
particularmente preferida, cada R® es H.

En otra forma de realizacioén preferida, A'es

Q Q
e‘\]/ N T
Q Q
\Q/

en la que cada Q es, independientemente, C-H, C-R5, C-R6, con la condicién de que al menos un Q sea C-R®. Por
tanto, Q puede ser 1, 2, 3,4, 5, 0 6 C-H.

J

A

Por tanto, Q puede ser 1, 2, 3,4,5,06 C-R®. En una forma de realizacion particularmente preferida, cada R® es H.
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En una forma de realizacion preferida un Q es C-R® y los Q restantes son C-H.

En otra forma de realizacion preferida A'esta representada por la férmula:

solhoel

En otra forma de realizacion preferida R® es Link-(CHz).-CAP, Link-(CH2)n~(Z)g-CAP, Link-(CH2)n(Z)g-(CH2)m-CAP, -
(CH2)-NR'*-CH2(CHOR?®)(CHOR®),-CH,0R®, 0 -O-(CHz)m-NR'’-CH,(CHOR®)(CHOR?),-CH,OR®.

10 En otra forma de realizacion preferida CAP es -(Z)gR13, o] -CR1°((Z)QR13)((Z)QR13).

Compuestos preferidos de formula (1) son:

S PSS CANNS
HC;I::]\)LHJLE @O O cl
2 NH, H
| 5 HNT NWN

$ C Cl
J/\ H N%/NHZ O O N%/NHz
Hj\ HNTNYRTN HO f HN

NH O NH
HN” “NH, 2 . OH or

HO\)\/O\“\/\/\ IC X

OG NJ’LNJ-S:/N
H
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Compuestos preferidos adicionales de formula (1) son:
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cl
NN
NP
] L
NH, O NH
2 926 0M§ NH,

Sustituyentes seleccionados dentro de los compuestos de la invencion estan presentes en grado recursivo. En este
contexto, "sustituyente recursivo" significa que un sustituyente se puede referir a otro ejemplo de si mismo. Debido a
la naturaleza recursiva de dichos sustituyentes, en teoria, en cualqmer forma de reahzamon determlnada puede
haber presentes un gran niumero de compuestos. Por eJemEIo R? contiene un sustltuyente R™. R™ puede contener
un sustltuyente R y R puede contener un sustituyente R”. El experto en materia de quimica medlca entiende que
el numero total de dichos sustituyentes esta limitado de forma razonable por las propiedades deseadas del
compuesto previsto. Dichas propiedades incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacién, propiedades fisicas tales
como el peso molecular, la solubilidad o el log de P, propiedades de aplicacion tales como su actividad frente a la
diana prevista, y propiedades practicas tales como su facilidad de sintesis.

A modo de ejemplo y no de limitacion, R% R™ y R' son sustituyentes recursivos en ciertas formas de realizacion.
Normalmente, cada uno de estos puede aparecer independientemente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,
7,6,5,4,3, 2,1, 00 veces, en una forma de realizacién determinada. Mas habitualmente, cada uno de estos puede
aparecer |ndepend|entemente 12 o un menor nimero de veces en una forma de reallzaC|on determlnada Mas
habitualmente todavia, R® aparecera de 0 a 8 veces en una forma de realizacion determinada, R' aparecera de 0 a
6 veces en una forma de realizacion determinada y R aparecera de 0 a 6 veces en una forma de realizacion
determinada. Incluso mas habitualmente todavia, R® aparecera de 0 a 6 veces en una forma de realizacién
determinada, R™ aparecera de 0 a 4 veces en una forma de realizacion determinada y R aparecera de 0 a 4 veces
en una forma de realizacion determinada.

Los sustituyentes recursivos estan incluidos en un aspecto previsto de la invencion. El experto en materia de
quimica médica entiende la versatilidad de dichos sustituyentes. En la medida en que los sustituyentes recursivos
estén presentes en una forma de realizacién de la invencion, su nimero total se determinara como se ha expuesto
anteriormente.

Los compuestos descritos en el presente documento se pueden preparar y usar en forma de base libre. De manera
alternativa, los compuestos se pueden preparar y usar en forma de sal farmacéuticamente aceptable. Las sales
farmacéuticamente aceptables son sales que retienen o mejoran la actividad biolégica deseada del compuesto
parental y no confieren efectos toxicoldgicos no deseables. Ejemplos de dichas sales son (a) sales de adicion acida
con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, 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, acido malico, acido
ascorbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico,
acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico, acido malénico,
acido sulfosalicilico, acido glicdlico, 2-hidroxi-3-naftoato, pamoato, acido salicilico, acido estearico, acido ftalico,
acido mandélico, acido lactico y similares; y (c) sales formadas a partir de aniones elementales, por ejemplo, cloro,
bromo, y yodo.

Cabe sefialar que todos los enantiomeros, diasteredmeros y mezclas racémicas, tautdmeros, polimorfos,
pseudopolimorfos y sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos dentro del alcance de la formula 1l estan
englobados por la presente invencion. Todas las mezclas de dichos enantidmeros y diasteredmeros estan dentro del
alcance de la presente invencion.

Un compuesto de formula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables pueden existir como polimorfos o
pseudopolimorfos diferentes. Como se usa en el presente documento, polimorfismo cristalino significa la capacidad
de un compuesto cristalino para existir con diferentes estructuras cristalinas. El polimorfismo cristalino puede ser el
resultado de diferencias en el empaquetamiento cristalino (polimorfismo de empaquetamiento) o diferencias en el
empaquetamiento entre conférmeros diferentes de la misma molécula (polimorfismo conformacional). Como se usa
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en el presente documento, pseudopolimorfismo cristalino significa la capacidad de un hidrato o un solvato de un
compuesto para existir en diferentes estructuras cristalinas. Los pseudopolimorfos de la presente invencién pueden
existir debido a diferencias en el empaquetamiento cristalino (pseudopolimorfismo de empaquetamiento) o debido a
diferencias en el empaquetamiento entre conférmeros diferentes de la misma molécula (pseudopolimorfismo
conformacional). La presente invencion comprende todos los polimorfos y pseudopolimorfos de los compuestos de
férmula Il y de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Un compuesto de formula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables también pueden existir en forma de sélido
amorfo. Como se usa en el presente documento, un sélido amorfo es un sélido en el que no existe orden a gran
escala de las posiciones de los atomos en el sélido. Esta definicion se aplica también cuando el tamario del cristal es
de 2 nm o inferior. Se pueden usar aditivos, incluidos disolventes, para crear las formas amorfas de la presente
invencion. La presente invencion comprende todas las formas amorfas de los compuestos de féormula Il y de sus
sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de férmula |l pueden existir en diferentes formas tautoméricas. El experto en la materia reconoce
que las amidinas, amidas, guanidinas, ureas, tioureas, heterociclos y similares pueden existir en formas
tautoméricas. A modo de ejemplo y no de limitacién, los compuestos de féormula Il pueden existir en diversas formas
tautoméricas como se muestra a continuacion.

O NHR! O NHR'
4 3 4
o
Y~ N” “NHR? Y” "N” "NHR?

OH NHR!

O NHR! JL
3 4 3 4
X N\ N)%N,R oR X N\ \N N.R oR
o o
Y" "N” TNHR?

Y” "N~ “NHR?

OH NHR! OH i}m’
3 4 3 4
XIN\ “N)*“N’R o R XIN]:/LN/ ﬁ,R o R
| <
Y~ "N~ TNHR? Y~ “N” T NHR?

Todas las posibles formas tautoméricas de las amidinas, amidas, guanidinas, ureas, tioureas, heterociclos y
similares de todas las formas de realizacion de la formula Il estan dentro del alcance de la presente invencion.

"Enantiomeros" se refiere a dos esteroisomeros de un compuesto que son imagenes especulares no superponibles
entre si.

Las definiciones y convenciones estereoquimicas usadas en el presente documento en general siguen el S. P.
Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y
Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos compuestos
existen en formas oOpticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de la luz polarizada. Al
describir un compuesto épticamente activo, los prefijos Dy L o Ry S se usan para representar la configuracion
absoluta de la molécula en torno a su(s) centro(s) quiral(es). Los prefijos dy I, Dy L, o (+) y (-) se emplean para
designar el signo de la rotacion de la luz polarizada por el compuesto, con S, (-), o | que significa que el compuesto
es levogiro mientras que un compuesto con los prefijos R, (+), o d es dextrogiro. Para una estructura quimica
determinada, estos esteroisdbmeros son idénticos excepto por que son imagenes especulares entre si. Un
esteroisémero especifico también se puede denominar enantidmero, o una mezcla de dichos isémeros con
frecuencia se denomina mezcla enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantidmeros se denomina mezcla racémica o
racemato, que se puede producir cuando no haya estereoseleccion o estereoespecificidad en una reaccién o
proceso quimicos. Los términos "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies
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enantioméricas, desprovistas de actividad éptica.

Un Unico esteroisémero, por ejemplo, un enantiémero, sustancialmente libre de su esteroisémero se puede obtener
mediante la resolucion de la mezcla racémica usando un método tal como la formacién de diasteredmeros usando
agentes de resolucion 6pticamente activos ("Stereochemistry of Carbon Compounds,” (1962) de E. L. Eliel, McGraw
Hill; Lochmuller, C. H., (1975) J. Chromatogr., 113:(3) 283-302). Las mezclas racémicas de compuestos quirales de
la invencion se pueden separar y aislar mediante cualquier método adecuado, que incluye: (1) formacion de sales
diasteroméricas io6nicas con compuestos quirales y su separacion mediante cristalizacion fraccionada u otros
métodos, (2) formacién de compuestos diastereoméricos con reactivos de derivacion quirales, separacion de los
diasteredmeros, y conversion en los esteroisémeros puros, y (3) separacion de los esteroisomeros esencialmente
puros o enriquecidos directamente en condiciones quirales.

"Diasteredmero" se refiere a un estereoisémero con dos 0 mas centros quirales y cuyas moléculas no son imagenes
especulares entre si. Los diasteredbmeros tienen propiedades fisicas diferentes, por ejemplo, puntos de fusion,
puntos de ebullicion, propiedades espectrales, y reactividades diferentes. Las mezclas de diasteredmeros se
pueden separar con procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

Sin querer estar limitado por ninguna teoria particular, se cree que los compuestos de formula Il funcionan in vivo
como bloqueantes de los canales de sodio. Al bloquear los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies
de la mucosa, los compuestos de férmula Il reducen la absorcién de agua por parte de las superficies de la mucosa.
Este efecto incrementa el volumen de liquidos protectores sobre las superficies de la mucosa, reequilibra el sistema,
y de esta forma trata la enfermedad.

También se describen métodos de tratamiento que aprovechan las propiedades de los compuestos descritos en el
presente documento como se ha mencionado anteriormente. Asi, los sujetos que se pueden tratar mediante los
métodos incluyen, pero no estan limitados a, pacientes afectados por fibrosis quistica, discinesia ciliar primaria,
bronquitis crénica, bronquiectasias, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, pacientes con ventilacion artificial,
pacientes con neumonia aguda, etc. La presente invencion se puede usar para obtener una muestra de esputo de
un paciente mediante la administracion de los compuestos activos en al menos un pulmén de un paciente, y a
continuacion induciendo o recogiendo una muestra de esputo de ese paciente. Normalmente, la invencion se
administrara en las superficies mucosas respiratorias mediante aerosol (polvos secos o liquidos) o lavado.

Los sujetos que se pueden tratar mediante el método también incluyen pacientes a los que se les administra oxigeno
suplementario por via nasal (un régimen que tiende a secar las superficies de las vias respiratorias); pacientes
afectados con una enfermedad o una 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 afectados por una infeccion bacteriana, por ejemplo, infecciones por estafilococos tales como
infecciones por Staphilococcus aureus, infecciones por Hemophilus influenza, infecciones por Streptococcus
pneumoniae, infecciones por Pseudomonas aeuriginosa, etc. de las superficies de las vias respiratorias nasales;
pacientes afectados por una enfermedad inflamatoria que afecta a las superficies de las vias respiratorias nasales; o
pacientes afectados por sinusitis (en los que el agente o agentes activos se administran para promover el drenaje de
las secreciones mucosas congestionadas en los senos paranasales mediante la administracion de una cantidad
eficaz para promover el drenaje del fluido congestionado en los senos paranasales), o rinosinusitis combinada. La
invencion se puede administrar a las superficies rino-sinusales mediante administracion por via tépica, incluyendo
aerosoles y gotas.

La presente invencion se puede usar para hidratar superficies de la mucosa distintas de las superficies de las vias
respiratorias. Esas otras superficies de la mucosa incluyen superficies gastrointestinales, superficies orales,
superficies genito-uretrales, superficies oculares o superficies del ojo, del oido interno y del oido medio. Por ejemplo,
los compuestos activos de la presente invencion se pueden administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo
localmente/por via tdpica, por via oral, o por via rectal, en una cantidad eficaz.

Los compuestos de la presente invencién también son Utiles para el tratamiento de una variedad de funciones
relacionadas con el sistema cardiovascular. Asi, los compuestos de la presente invencién son utiles para su uso
como agentes antihipertensivos. Los compuestos también se pueden usar para reducir la presion sanguinea y tratar
edemas. Ademas, los compuestos de la presente invencion también son Utiles para promover la diuresis, natriuresis
y saluresis. Los compuestos se pueden usar solos o en combinacion con B-bloqueantes, inhibidores de la ACE,
inhibidores de la HMGCoA reductasa, bloqueantes de los canales de calcio y otros agentes cardiovasculares para
tratar la hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva y reducir la mortalidad cardiovascular.
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La presente invencién se refiere principalmente al tratamiento de seres humanos, pero también se puede emplear
para el tratamiento de otros mamiferos, tales como perros y gatos, con fines veterinarios.

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos usados para preparar las composiciones de la presente
invencion pueden estar en forma de base libre farmacéuticamente aceptable. Debido a que la base libre del
compuesto por lo general es menos soluble en soluciones acuosas que la sal, las composiciones de base libre se
emplean para proporcionar una liberacién mas prolongada del agente activo en los pulmones. Un agente activo
presente en los pulmones en forma particulada que no se haya disuelto en una solucioén no es capaz de inducir una
respuesta fisioldgica, pero sirve como depdsito de farmaco biodisponible que se disuelve gradualmente en solucion.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicién farmacéutica, que comprende un compuesto de formula Il
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una solucién portadora acuosa). En general, el
compuesto de férmula Il esta incluido en la composicién en una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcion de agua
por las superficies de la mucosa.

Sin querer estar limitados a ninguna teoria particular, se cree que los bloqueantes de los canales de sodio de la
presente invencion bloquean los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies de la mucosa. Los
bloqueantes de los canales de sodio, descritos en el presente documento, reducen la absorcion de sal y agua por las
superficies de la mucosa. Este efecto incrementa el volumen de liquidos protectores sobre las superficies de la
mucosa, reequilibra el sistema, y de esta forma trata la enfermedad. Este efecto se potencia cuando se usa en
combinacién con osmolitos.

Los compuestos de férmula |l también se pueden usar junto con osmolitos, reduciendo asi la dosis de compuesto
necesaria para rehidratar las superficies de la mucosa. Esta propiedad importante significa que el compuesto tendra
una menor tendencia a provocar efectos secundarios no deseables al bloquear los canales de sodio situados en
localizaciones no selectivas en el cuerpo del receptor, por ejemplo, en los rifilones cuando se usa en combinacion
con un osmolito.

Los osmolitos activos de la presente invencién son moléculas o compuestos osmoéticamente activos (es decir, son
"osmolitos"). Los compuestos "osmoticamente activos" de la presente invencién son impermeables a membranas (es
decir, esencialmente no absorbibles) sobre la superficie epitelial de las vias respiratorias o pulmonares. Los términos
"superficie de las vias respiratorias" y "superficie pulmonar”, como se usan en el presente documento, incluyen
superficies de las vias respiratorias pulmonares tales como los bronquios y bronquiolos, superficies alveolares, y
superficies nasales y sinusales. Los compuestos activos de la presente invencion pueden ser osmolitos idnicos (es
decir, sales), o pueden ser osmolitos no ionicos (es decir, azucares, alcoholes de azucares, y osmolitos organicos).
Especificamente esta previsto que estén incluidas ambas formas racémicas de los compuestos activos, que son
racémicos en la naturaleza, dentro del grupo de compuestos activos que son Utiles en la presente invencion. Cabe
sefialar que todos los racematos, enantiomeros, diasteredmeros, tautémeros, polimorfos y pseudopolimorfos y
mezclas racémicas de los compuestos osméticamente activos estan englobados por la presente invencion.

Los osmolitos activos Utiles en la presente invencidon que son osmolitos idnicos incluyen cualquier sal de un anion
farmacéuticamente aceptable y un cation farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, cualquiera (o ambos) del
anion y del cation son no absorbibles (es decir, osmoéticamente activos y no sometidos a transporte activo rapido) en
relacion con las superficies de las vias respiratorias en las que se administran. Dichos compuestos incluyen, pero no
estan limitados a, aniones y cationes que estan contenidos en las sales aprobadas para su comercializacion por la
FDA, véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Vol. I, pg. 1457 (192 Ed. 1995), y que
se pueden usar en cualquier combinacion incluyendo sus combinaciones convencionales.

Los aniones osmoéticamente activos y farmacéuticamente aceptables que se pueden usar para llevar a cabo la
presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, acetato, bencenosulfonato, benzoato, bicarbonato, bitartrato,
bromuro, edetato de calcio, camsilato (alcanforsulfonato), carbonato, cloruro, citrato, diclorhidrato, edetato, edisilato
(1,2-etanodisulfonato), estolato (laurilsulfato), esilato (1,2-etanodisulfonato), fumarato, gluceptato, gluconato,
glutamato, glicolilarsanilato (p-glicolamidofenilarsonato), hexilresorcinato, hidrabamina (N,N'-
di(deshidroabietil)etilendiamina), bromhidrato, clorhidrato, hidroxinaftoato, yoduro, isetionato, lactato, lactobionato,
malato, maleato, mandelato, mesilato, metilbromuro, metilnitrato, metilsulfato, mucato, napsilato, nitrato, nitrito,
pamoato (embonato), pantotenato, fosfato o difosfato, poligalacturonato, salicilato, estearato, subacetato, succinato,
sulfato, tannato, tartrato, teoclato (8-cloroteofilinato), trietyoduro, bicarbonato, etc. Aniones particularmente preferidos
incluyen cloruro, sulfato, nitrato, gluconato, yoduro, bicarbonato, bromuro, y fosfato.
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Los cationes farmacéuticamente aceptables que se pueden utilizar para llevar a cabo la presente invencion incluyen,
pero no estan limitados a, cationes organicos tales como benzatina (N,N'-dibenciletilendiamina), cloroprocaina,
colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metil D-glucamina), procaina, D-lisina, L-lisina, D-arginina, L-
arginina, trietilamonio, N-metil D-glicerol, y similares. Cationes organicos particularmente preferidos son cationes
organicos de 3 carbonos, 4 carbonos, 5 carbonos y 6 carbonos. Cationes metalicos utiles en la practica de la
presente invencion incluyen pero no estan limitados a aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio, cinc, hierro,
amonio, y similares. Cationes particularmente preferidos incluyen sodio, potasio, colina, litio, meglumina, D-lisina,
amonio, magnesio, y calcio.

Ejemplos especificos de sales osmoéticamente activas que se pueden usar con los bloqueantes de canales de sodio
descritos en el presente documento para llevar a cabo la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a,
cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de colina, yoduro de colina, cloruro de litio, cloruro de meglumina, cloruro
de L-lisina, cloruro de D-lisina, cloruro de amonio, sulfato de potasio, nitrato de potasio, gluconato de potasio, yoduro
de potasio, cloruro férrico, cloruro ferroso, bromuro de potasio, etc. Para llevar a cabo la presente invencion se
puede usar cualquiera de una Unica sal o de una combinacion de sales diferentes osméticamente activas. Se
prefieren combinaciones de sales diferentes. Cuando se usan sales diferentes, uno del anién o del catiéon pueden ser
iguales entre las diferentes sales.

Los compuestos osmoticamente activos de la presente invencion también incluyen osmolitos no idnicos tales como
azucares, alcoholes de azucares, y osmolitos organicos. Los azucares y alcoholes de azucares utiles en la practica
de la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, azucares de 3 carbonos (por ejemplo, glicerol,
dihidroxiacetona); azucares de 4 carbonos (por ejemplo, tanto las formas D como L de la eritrosa, treosa, y
eritrulosa); azucares de 5 carbonos (por ejemplo, tanto las formas D como L de la ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa,
psicosa, fructosa, sorbosa, y tagatosa); y azucares de 6 carbonos (por ejemplo, tanto las formas D como L de la
altosa, alosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa, y talosa, y las formas D y L de la alo-heptulosa, alo-
hepulosa, gluco-heptulosa, mano-heptulosa, gulo-heptulosa, ido-heptulosa, galacto-heptulosa, talo-heptulosa).
Azucares adicionales utiles en la practica de la presente invencion incluyen la rafinosa, oligosacaridos de la serie de
la rafinosa, y la estaquiosa. Las formas D y L de la forma reducida de cada azucar/alcohol de azucar utiles en la
presente invencion también son compuestos activos dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, la glucosa,
cuando se reduce, se convierte en sorbitol; dentro del alcance de la invencion, el sorbitol y otras formas reducidas de
los azlcares/alcoholes de azucares (por ejemplo, manitol, dulcitol, arabitol) son por consiguiente compuestos activos
de la presente invencion.

Compuestos osmoéticamente activos de la presente invencion incluyen ademas la familia de osmolitos no iénicos
denominada "osmolitos organicos". El término "osmolitos organicos" se utiliza generalmente para referirse a
moléculas que se usan para controlar la osmolalidad intracelular en el rifién. Véase, por ejemplo, J.S. Handler y col.,
Comp. Biochem. Physiol, 117, 301-306 (1997); M. Burg, Am. J. Physiol. 268, F983-F996 (1995). Aunque el inventor
no quiere limitarse a ninguna teoria particular de la invencion, parece que estos osmolitos organicos son utiles para
controlar el volumen extracelular sobre las superficies de las vias respiratorias/pulmonares. Los osmolitos organicos
utiles como compuestos activos en la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, tres clases de
compuestos principales: polioles (alcoholes polihidricos), metilaminas, y aminoacidos. Los osmolitos organicos de
tipo poliol considerados utiles en la practica de esta invencion incluyen, pero no estan limitados a, inositol, mio-
inositol y sorbitol. Los osmolitos organicos de tipo metilamina utiles en la practica de la invencion incluyen, pero no
estan limitados a, colina, betaina, carnitina (las formas L-, D- y DL), fosforilcolina, lisofosforilcolina,
glicerofosforilcolina, creatina y fosfato de creatina. Los osmolitos organicos de tipo aminoacido de la invencion
incluyen, pero no estan limitados a, las formas D- y L- de la glicina, alanina, glutamina, glutamato, aspartato, prolina
y taurina. Osmolitos Utiles adicionales en la practica de la invencion incluyen tihulosa y sarcosina. Se prefieren los
osmolitos organicos de mamiferos, siendo los mas preferidos los osmolitos organicos humanos. No obstante, ciertos
osmolitos organicos son de origen bacteriano, de levaduras, y de animales marinos, y estos compuestos también
son compuestos activos utiles dentro del alcance de la presente invencion.

Bajo ciertas circunstancias se puede administrar un precursor de un osmolito a un sujeto; por consiguiente, estos
compuestos también son Utiles en la practica de la invencion. El término "precursor de un osmolito" como se usa en
el presente documento se refiere a un compuesto que se convierte en un osmolito mediante una etapa metabdlica,
ya sea catabolica o anabdlica. Los precursores de osmolitos de esta invencion incluyen, pero no estan limitados a,
glucosa, polimeros de glucosa, glicerol, colina, fosfatidilcolina, liso-fosfatidilcolina y fosfatos inorganicos, que son
precursores de polioles y metilaminas. Los precursores de osmolitos de tipo aminoacido dentro del alcance de esta
invencion incluyen proteinas, péptidos y poliaminoacidos, que se hidrolizan para dar aminoacidos osmoliticos, y
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precursores metabodlicos que se pueden convertir en aminoacidos osmoliticos mediante una etapa metabdlica tal
como transaminacion. Por ejemplo, un precursor del aminoacido glutamina es la poli-L-glutamina, y un precursor del
glutamato es el acido poli-L-glutamico.

También estan previstos dentro del alcance de esta invencion los osmolitos o precursores de osmolitos
quimicamente modificados. Dichas modificaciones quimicas incluyen la unién al osmolito (o a su precursor) de un
grupo quimico adicional que altera o potencia el efecto del osmolito o del precursor del osmolito (por ejemplo, inhibe
la degradacion de la molécula de osmolito). Dichas modificaciones quimicas se han utilizado con farmacos y
profarmacos y son conocidas en la técnica. Véanse, por ejemplo, patentes de Estados Unidos N° 4.479.932 y
4.540.564; Shek, E. y col., J. Med. Chem. 19:113-117 (1976); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 67:1045-1050 (1978);
Bodor, N. y col., J. Med. Chem. 26:313-318 (1983); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 75:29-35 (1986).

En general, se prefieren compuestos osmoéticamente activos de la presente invencién (tanto idnicos como no
idnicos) que no promuevan, o de hecho impidan o retrasen, el crecimiento bacteriano.

Los compuestos de férmula Il descritos en el presente documento y los compuestos osmoéticamente activos descritos
en el presente documento se pueden administrar en cualquier orden y/o de manera simultanea a las superficies de
la mucosa tales como las superficies del ojo, de la nariz, y de las vias respiratorias, incluyendo los conductos
nasales, los senos paranasales y los pulmones de un sujeto mediante cualquier medio adecuado conocido en la
técnica, tal como mediante gotas nasales, nieblas, aerosoles, canulacién nasal nocturna continua, etc. En una forma
de realizacién de la invencion, los compuestos de férmula Il y los compuestos osmaticamente activos de la presente
invencion se administran simultdneamente mediante lavado transbroncoscépico. En una forma de realizacion
preferida de la invencion, los compuestos de férmula (1), formula 1, o féormula 11l y los compuestos osmoéticamente
activos de la presente invencion se depositan sobre las superficies de las vias respiratorias del pulmén mediante la
administracion por inhalacion de particulas respirables de aerosol constituidas de los compuestos de férmula Il y los
compuestos osmoticamente activos, en los que los compuestos de formula Il pueden anteceder o seguir a la
administracion independiente de un compuesto osméticamente activo dentro de un periodo de tiempo
suficientemente corto para que sus efectos sean aditivos. Las particulas respirables pueden ser liquidas o solidas.
Se conocen numerosos inhaladores para la administracion de particulas en aerosol en los pulmones de un sujeto.
En otra forma de realizacion preferida de la invencion, los compuestos de formula Il y los compuestos
osmoticamente activos se pueden administrar de forma simultanea como se define en el presente documento.

Los compuestos de formula Il y compuestos osmoéticamente activos de la presente invencién se administran
secuencialmente (en cualquier orden) o simultdneamente a un sujeto que lo necesite. Como se usa en el presente
documento, el término "simultaneamente" significa suficientemente proximo en el tiempo para producir un efecto
combinado (es decir, simultaneamente puede ser concurrentemente, o pueden ser dos 0 mas acontecimientos que
se producen en un corto periodo de tiempo antes o después el uno del otro). Simultdneamente también engloba la
administracion de los compuestos de formula Il y osmolitos como mezcla o solucion de los dos componentes asi
como cuando se administran con dos nebulizadores diferentes. Un ejemplo seria la administracién del compuesto 1
en un nebulizador, y solucion salina hipertonica en un segundo nebulizador conectado mediante una pieza en forma
de T. Cuando se administra con otros agentes activos, los compuestos activos de la presente invencion pueden
funcionar como vehiculo o portador para el otro agente activo, o simplemente se pueden administrar
simultaneamente con el otro agente activo. El compuesto activo de la presente invencion se puede usar como
vehiculo seco o liquido para la administracién de los otros principios activos en las superficies de las vias
respiratorias. Esos otros agentes activos se pueden administrar para tratar la enfermedad o trastorno para los que
estan destinados, en sus formas y dosificaciones convencionales, en combinacién con los compuestos activos de la
presente invencion, de los que se puede pensar que sirven de vehiculo o portador para el otro agente activo. Se
puede emplear cualquiera de esos otros principios activos, en particular cuando la hidratacion de las superficies de
las vias respiratorias (es decir, la actividad de los compuestos osméticamente activos de la presente invencion)
facilita la actividad del otro principio activo (por ejemplo, al facilitar o mejorar la captacion del principio activo, al
contribuir al mecanismo de accién del otro principio activo, o mediante cualquier otro mecanismo). En una forma de
realizacion preferida de la invencion, cuando el compuesto activo de la presente invencidén se administra
simultaneamente con otro agente activo, el compuesto activo de la presente invencion tiene un efecto aditivo con
respecto al otro agente activo; es decir, el efecto deseado del otro agente activo se potencia mediante la
administracion simultanea de los compuestos activos de la presente invencion.

Los compuestos de formula Il de la presente invencion también son Utiles para tratar infecciones transmitidas por el

aire. Ejemplos de infecciones transmitidas por el aire incluyen, por ejemplo, RSV. Los compuestos de formula Il de la
presente invencion también son Utiles para tratar una infeccién por antrax. La presente invencion se refiere al uso de
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los compuestos de formula |l de la presente invencion para el tratamiento profilactico, profilactico tras exposicion,
preventivo o terapéutico frente a enfermedades o dolencias provocadas por patégenos. En una forma de realizacion
preferida, la presente invencién se refiere a los compuestos de férmula Il para su uso en el tratamiento profilactico,
profilactico tras exposicion, preventivo o terapéutico frente a enfermedades o dolencias provocadas por patégenos
que pueden ser usados en bioterrorismo.

En los ultimos afios se han puesto en marcha diversos programas de investigacion y medidas de defensa frente a
agentes bioldgicos para tratar las preocupaciones acerca del uso de agentes biolégicos en actos de terrorismo.
Estas medidas estan destinadas a abordar las preocupaciones relativas al bioterrorismo o al uso de
microorganismos o toxinas bioldgicas para matar personas, propagar el miedo, y alterar a la sociedad. Por ejemplo,
el National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) ha desarrollado un Plan Estratégico para la
Investigacion de Defensas contra Agentes Bioldgicos (Strategic Plan for Biodefense Research) en el que se esbozan
los planes para abordar las necesidades de investigacion en el amplio campo del bioterrorismo y de las
enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes. Segun el plan, la exposicion deliberada de la poblacion civil
de los Estados Unidos a esporas de Bacillus anthracis puso de manifiesto una falla en la preparacion general del
pais contra el bioterrorismo. Por otra parte, el informe detalla que los ataques ponen al descubierto una necesidad
no satisfecha de ensayos de diagnostico rapido, vacunas e inmunoterapias para prevenir, y farmacos y compuestos
bioldgicos para curar enfermedades provocadas por los agentes de bioterrorismo.

Gran parte de la atencion de los diversos esfuerzos de investigacion se han centrado en estudiar la biologia de los
patégenos identificados como potencialmente peligrosos como agentes de bioterrorismo, estudiando la respuesta
del hospedador frente a dichos agentes, desarrollando vacunas frente a enfermedades infecciosas, evaluando los
tratamientos disponibles actualmente en investigacion frente a dichos agentes, y el desarrollo de diagndsticos para
identificar los signos y sintomas de estas amenazas. Estos efectos son loables pero, dado el gran ndmero de
patégenos que se han identificado como potencialmente disponibles para bioterrorismo, aun no han sido capaces de
proporcionar respuestas satisfactorias para todas las posibles amenazas por bioterrorismo. Ademas, muchos de los
patégenos identificados como potencialmente peligrosos como agentes de bioterrorismo no proporcionan incentivos
econoémicos adecuados para el desarrollo de medidas terapéuticas preventivas por parte de la industria. Por otra
parte, incluso si hubiera disponibles medidas preventivas tales como vacunas para cada uno de los patégenos que
se pueden usar en bioterrorismo, el coste de administrar todas esas vacunas a la poblacion general seria prohibitivo.

Hasta que haya disponibles tratamientos convenientes y eficaces frente a cada amenaza bioterrorista, existe una
necesidad de tratamientos preventivos, profilacticos o terapéuticos que puedan impedir o reducir el riesgo de
infeccion por agentes patégenos.

También se describen esos métodos de tratamiento profilactico. En un aspecto, se proporciona un método de
tratamiento profilactico que comprende la administracion de una cantidad profilacticamente eficaz de los compuestos
de formula Il a un individuo en necesidad de tratamiento profilactico frente a infeccion por uno o mas patégenos
transmitidos por el aire. Un ejemplo particular de un patégeno trasmitido por aire es el antrax.

En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento profilactico para reducir el riesgo de infeccion por un
patégeno trasmitido por el aire que puede provocar una enfermedad en un ser humano, dicho método que
comprende la administracion de una cantidad eficaz de los compuestos de férmula 1l en los pulmones del ser
humano que pueda estar en riesgo de infeccion por el patégeno trasmitido por el aire, pero es asintomatico para la
enfermedad, en la que la cantidad eficaz de un bloqueante de los canales de sodio y un osmolito es suficiente para
reducir el riesgo de infeccion en el ser humano. Un ejemplo particular de un patégeno transmitido por el aire es el
antrax.

En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento profilactico después de la exposicién o un método de
tratamiento terapéutico para tratar la infeccion por un patégeno trasmitido por el aire que comprende la
administraciéon de una cantidad eficaz de los compuestos de férmula Il a los pulmones de un individuo que necesite
dicho tratamiento frente a la infeccion por un patdégeno trasmitido por el aire. Los patdgenos frente a los que se
puede proporcionar proteccion mediante los métodos de tratamiento profilactico después de la exposicién, de
rescate o terapéutico de la invencién incluyen cualquier patégeno que pueda entrar en el cuerpo a través de la boca,
la nariz o las vias respiratorias nasales, pasando asi hacia los pulmones. Normalmente, los patégenos seran
patégenos transmitidos por el aire, bien naturalmente o por aerosolizacion. Los patdgenos pueden ser de origen
natural o se pueden haber introducido intencionadamente en el medio ambiente después de su aerosolizacién u otro
método de introduccién de los patdégenos en el medio ambiente. Muchos patégenos que no se transmiten
naturalmente por el aire se han aerosolizado o se pueden aerosolizar para su uso en bioterrorismo. Los patégenos
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para los cuales puede ser Util el tratamiento incluyen, pero no estan limitados a, los patdgenos de prioridad de
categoria A, B y C como se expone en el NIAID. Estas categorias en general corresponden a las listas compiladas
por los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention (CDC)).
Tal y como disponen los CDC, los agentes de Categoria A son aquellos que se pueden diseminar o transmitir
facilmente de persona a persona, provocan una alta mortalidad, con potencial para un impacto sanitario publico
importante. Los agentes de Categoria B son los siguientes en prioridad e incluyen aquellos que son moderadamente
faciles de diseminar y provocan una morbilidad moderada y una baja mortalidad. La Categoria C consiste en
patdégenos emergentes que se podrian manipular genéticamente para su diseminaciéon masiva en el futuro debido a
su disponibilidad, facilidad de produccion y diseminacion, y potencial para una alta morbilidad y mortalidad. Ejemplos
particulares de estos patdgenos son el antrax y la peste. Patdgenos adicionales frente a los que se puede
proporcionar proteccion o se puede reducir su riesgo de infeccion incluyen los virus de la gripe, rinovirus, adenovirus
y virus sincitiales respiratorios, y similares. Un patdégeno frente al cual se podria proporcionar proteccion es el
coronavirus que se cree que provoca el sindrome respiratorio agudo severo (SRAS).

Los compuestos de la presente invenciéon también se pueden usar junto con un agonista del receptor P2Y2 o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables (también denominado a veces en el presente documento como "agente
activo"). La composiciéon ademas puede comprender un agonista del receptor P2Y2 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables (también denominado a veces en el presente documento como "agente activo"). El
agonista del receptor P2Y2 normalmente se incluye en una cantidad eficaz para estimular la secrecion de cloruro y
agua por las superficies de las vias respiratorias, en particular las superficies de las vias respiratorias nasales.
Agonistas del receptor P2Y2 adecuados se describen en las columnas 9-10 de las patentes de Estados Unidos
6.264.975, 5.656.256 y 5.292.498.

También se pueden usar broncodilatadores en combinacion con los compuestos de la presente invencion. Estos
broncodilatadores incluyen, pero no estan limitados a, agonistas -adrenérgicos que incluyen pero no estan limitados
a epinefrina, isoproterenol, fenoterol, albutereol, terbutalina, pirbuterol, bitolterol, metaproterenol, iosetarina,
xinafoato de salmeterol, asi como los agentes anticolinérgicos que incluyen pero no estan limitados a bromuro de
ipratropio, asi como compuestos tales como teofilina y aminofilina. Estos compuestos se pueden administrar de
acuerdo con técnicas conocidas, antes de o simultaneamente con los compuestos activos descritos en el presente
documento.

Otro aspecto de la presente invencién es una formulacién farmacéutica, que comprende un compuesto activo como
se ha descrito anteriormente, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una solucidon portadora
acuosa). En general, el compuesto activo se incluye en la composicion en una cantidad eficaz para tratar las
superficies de la mucosa, tales como inhibir la reabsorcidon de agua por las superficies de la mucosa, incluyendo las
vias respiratorias y otras superficies.

Los compuestos activos desvelados en el presente documento se pueden administrar a las superficies de la mucosa
por cualquier medio adecuado, incluyendo por via topica, oral, rectal, vaginal, ocular y dérmica, etc. Por ejemplo,
para tratar el estrefiimiento, los compuestos activos se pueden administrar por via oral o rectal en la superficie de la
mucosa gastrointestinal. EI compuesto activo se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en
cualquier forma adecuada, tal como solucién salina estéril fisioldgica o diluida o solucion topica, en forma de gota,
comprimido o similar para la administracién por via oral, como supositorio para la administraciéon por via rectal o
genito-ureteral, etc. Se pueden incluir excipientes en la formulacién para mejorar la solubilidad de los compuestos
activos, si asi se desea.

Los compuestos activos desvelados en el presente documento se pueden administrar a las superficies de las vias
respiratorias de un paciente por cualquier medio adecuado, que incluye en forma de spray, nieblas, o gotas de los
compuestos activos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como soluciones salinas fisiologicas o diluidas o
agua destilada. Por ejemplo, los compuestos activos se pueden preparar en forma de formulaciones y se pueden
administrar como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.789.391 de Jacobus.

Los agentes activos particulados solidos o liquidos preparados para la puesta en practica de la invencion pueden
incluir, como se ha indicado anteriormente, particulas de tamafio respirable o no respirable; es decir, para particulas
respirables, particulas de un tamario suficientemente pequefo para que pasen a través de la boca vy la laringe tras
su inhalacion y hacia los bronquios y alveolos de los pulmones, y para particulas no respirables, particulas
suficientemente grandes para que queden retenidas en los conductos de las vias respiratorias nasales en lugar de
pasar a través de la laringe y hacia los bronquios y alveolos de los pulmones. En general, las particulas que tienen
un tamafo que oscila entre 1 y 5 pym aproximadamente (mas en particular, un tamano inferior a 4,7 pym
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aproximadamente) son respirables. Particulas de tamafio no respirable son mayores a 5 ym aproximadamente,
hasta el tamafio de gotas visibles. Asi, para la administraciéon por via nasal, para garantizar la retenciéon en la
cavidad nasal, se puede usar un tamafio de particula en el intervalo de 10-500 um.

En la fabricaciéon de una formulacién de acuerdo con la invencion, los agentes activos o las sales fisiolégicamente
aceptables o sus bases libres normalmente se mezclan con, entre otros, un vehiculo aceptable. Naturalmente, el
vehiculo debe ser compatible con los demas principios de la formulacion y no debe ser deletéreo para el paciente. El
vehiculo debe ser sélido o liquido, o ambos, y preferentemente se formula con el compuesto como formulacién de
dosificacion unitaria, por ejemplo, una capsula, que puede contener del 0,5 % al 99 % en peso del compuesto activo.
En las formulaciones de la invencién se pueden incorporar uno o mas compuestos activos, formulaciones que se
pueden preparar mediante cualquiera de las técnicas de farmacia muy conocidas que consisten esencialmente en la
mezcla de los componentes.

Se pueden preparar composiciones que contengan particulas secas respirables o no respirables de agente activo
micronizado por molienda del agente activo seco con un mortero y una mano, y a continuaciéon pasando la
composicion micronizada a través de un tamiz de calibre 400 para romper o separar los aglomerados grandes.

La composicion particulada de agente activo opcionalmente puede contener 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 (por ejemplo, una relacion de 1 a 1 en peso).

Los compuestos activos desvelados en el presente documento se pueden administrar a las superficies de las vias
respiratorias que incluyen los conductos nasales, senos paranasales y pulmones de un sujeto por un medio
conocido en la técnica, tales como mediante gotas nasales, nieblas, etc. En una forma de realizacion de la
invencion, los compuestos activos de la presente invencién se administran mediante lavado transbroncoscépico. En
una forma de realizacion preferida de la invencién, los compuestos activos de la presente invencién se depositan
sobre las superficies de las vias respiratorias del pulmén mediante la administracion de una suspension en aerosol
de particulas respirables constituidas del compuesto activo, que el sujeto inhala. Las particulas respirables pueden
ser liquidas o sdlidas. Para la administracién de particulas en aerosol a los pulmones se conocen numerosos
inhaladores.

Se pueden emplear inhaladores tales como aquellos desarrollados por Inhale Therapeutic Systems, Palo Alto,
California, Estados Unidos, incluyendo pero no limitados a los desvelados en las patentes de Estados Unidos N°
5.740.794; 5.654.007; 5.458.135; 5.775.320; y 5.785.049. El Solicitante tiene la intencion especifica de que las
divulgaciones de todas las referencias de patente citadas en el presente documento se incorporen en su totalidad en
el presente documento por referencia. También se pueden emplear inhaladores tales como aquellos desarrollados
por Dura Pharmaceuticals, Inc, San Diego, California, Estados Unidos, incluyendo pero no limitados a los desvelados
en las patentes de Estados Unidos N° 5.622.166; 5.577.497; 5.645.051; y 5.492.112. Ademas, se pueden emplear
inhaladores como los desarrollados por Aradigm Corp, Hayward, California, Estados Unidos, incluidos pero no
limitados a los desvelados en las patentes de Estados Unidos N° 5.826.570; 5.813.397; 5.819.726; y 5.655.516.
Estos aparatos son particularmente adecuados como inhaladores de particulas secas.

Se pueden producir aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo por cualquier medio
adecuado, tal como con un nebulizador en aerosol impulsado a presion (LC Star) o un nebulizador ultrasénico (Pari
eFlow). Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 4.501.729. Los nebulizadores son dispositivos
disponibles en el mercado que transforman soluciones o suspensiones del principio activo en una niebla de aerosol
terapéutica por medio de la aceleracion de gas comprimido, normalmente aire u oxigeno, a través de un orificio de
Venturi estrecho o por medio de agitacion ultrasénica. Las formulaciones adecuadas para su uso en nebulizadores
consisten en el principio activo en un vehiculo liquido, el principio activo que comprende hasta el 40 % en peso/peso
de la formulacion, pero preferentemente menos del 20 % en peso/peso. El vehiculo normalmente es agua (y lo mas
preferentemente agua estéril libre de hidrogeno) o una solucion alcohdlica acuosa diluida. También se pueden usar
vehiculos de perfluorocarbono. Aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacion no se prepara estéril, por
ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, agentes aromatizantes, aceites volatiles, agentes tamponantes y
tensioactivos.

Los aerosoles de particulas sodlidas que comprenden el compuesto activo asimismo se pueden producir con
cualquier generador de aerosoles para medicamentos particulados sélidos. Los generadores de aerosoles para la
administracion de medicamentos particulados sélidos en un sujeto producen particulas que son respirables, como se
ha explicado anteriormente, y generan un volumen de aerosol que contiene una dosis medida predeterminada de
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medicamento en una cantidad adecuada para su administracion a un ser humano. Un tipo ilustrativo de generador
de un aerosol de particulados solidos es un insuflador. Las formulaciones adecuadas para su administracion
mediante insuflacién incluyen polvos triturados muy finos que se pueden administrar por medio de un insuflador o se
pueden poner en la cavidad nasal para su aspiracion. En el insuflador, el polvo (por ejemplo, una dosis medida
eficaz para llevar a cabo los tratamientos descritos en el presente documento) esta contenido en capsulas o
cartuchos, normalmente fabricados de gelatina o plastico, que se perforan o se abren in situ y el polvo se administra
mediante la extraccién con aire a través del dispositivo tras su inhalacién o por medio de una bomba accionada
manualmente. El polvo empleado en el insuflador consiste Unicamente en el principio activo o en una mezcla de
polvo que comprende el principio activo, un diluyente en polvo adecuado, tal como lactosa, y un tensioactivo
opcional. El principio activo normalmente comprende del 0,1 al 100 % en peso/peso de la formulacién. Un segundo
tipo de generador de aerosol ilustrativo comprende un inhalador de dosis medida. Los inhaladores de dosis medida
son dispensadores de aerosol presurizados, que contienen normalmente una formulacién en suspensién o soluciéon
de principio activo en un propelente licuado. Durante su uso, estos dispositivos descargan la formulacion a través de
una valvula adaptada para suministrar un volumen medido, normalmente de 10 a 150 ul, para producir una
aerosolizacion de particulas finas que contienen el principio activo. Los propelentes adecuados incluyen algunos
compuestos de clorofluorocarbono, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano y
sus mezclas. La formulacion adicionalmente puede contener uno o mas co-disolventes, por ejemplo, etanal,
tensioactivos, tales como acido oleico o trioleato de sorbitan, antioxidantes y agentes aromatizantes adecuados.

El aerosol, formado de particulas sdlidas o liquidas, se puede producir mediante el generador de aerosol a una
velocidad de entre 10 y 150 | por minuto aproximadamente, mas preferentemente entre 30 y 150 | por minuto, y lo
mas preferentemente a 60 | por minuto aproximadamente. Los aerosoles que contienen mayores cantidades de
medicamento se pueden administrar mas rapidamente.

La dosificacion de los compuestos activos desvelados en el presente documento variara dependiendo de la dolencia
a tratar y del estado del sujeto, pero generalmente estara entre 0,01, 0,03, 0,05, 0,1 y 1, 5, 10 o 20 mg
aproximadamente del agente farmacéutico, depositados sobre las superficies de las vias respiratorias. La
dosificacion diaria se puede dividir entre una o multiples administraciones de dosis unitarias. El objetivo es conseguir
un? concentracion de agentes farmacéuticos sobre las superficies de las vias respiratorias del pulmén de entre 10°-
10" M.

En otra realizacién, se administran mediante la administracién de una suspensiéon de aerosol de particulas
respirables o no respirables (preferentemente particulas no respirables) constituidas de 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 incluida puede ser una cantidad suficiente para conseguir concentraciones disueltas de
agente activo sobre las superficies de las vias respiratorias del sujeto de entre 107, 10®, 0 107 aproximadamente y
10'3, 10'2, 10" molesflitro aproximadamente, y mas preferentemente entre 10° aproximadamente y 10™ molesflitro
aproximadamente.

La dosificacion del compuesto activo variara dependiendo de la dolencia a tratar y del estado del sujeto, pero en
general puede ser una cantidad suficiente para conseguir concentraciones disueltas de compuesto activo en las
superficies de las vias respiratorias basales del sujeto de entre 10'9, 10'8, 0107 aproximadamente y 10'3, 10'2, 10
moles/litro aproximadamente, y mas preferentemente entre 10° aproximadamente vy 10" molesllitro
aproximadamente. Dependiendo de la solubilidad de la formulacion particular de compuesto activo administrado, la
dosis diaria se puede dividir entre una o varias administraciones de dosis unitarias. La dosis diaria en peso puede
oscilar entre 0,01, 0,03, 0,1, 0,5 0 1,0 y 10 o 20 miligramos de particulas de agente activo para un sujeto humano,
dependiendo de la edad y dolencia del paciente. Una dosis unitaria preferida actualmente es de 0,5 mg
aproximadamente de agente activo administrada en un régimen de 2-10 administraciones al dia. La dosificacion se
puede suministrar en forma de unidad pre-envasada por cualquier medio adecuado (por ejemplo, encapsulacion en
una capsula de gelatina).

En una forma de realizacion de la invencion, la composicion del agente activo particulado puede contener tanto una
base libre de agente activo como una sal farmacéuticamente aceptable para proporcionar tanto una liberacion
temprana como una liberacién sostenida de agente activo para su disolucién en las secreciones de mucosidad de la
nariz. Dicha composicion sirve para proporcionar tanto un alivio temprano del paciente como un alivio prolongado
con el tiempo. El alivio prolongado, al reducir el nimero de administraciones diarias necesarias, se espera que
incremente la aquiescencia del paciente con el transcurso de tratamientos con agente activo.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para su administracion en las vias respiratorias incluyen formulaciones
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de soluciones, emulsiones, suspensiones y extractos. Véase, en general, J. Nairn, Solutions, Emulsions,
Suspensions and Extracts, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, capitulo 86 (19? ed. 1995). Se
pueden preparar formulaciones farmacéuticas adecuadas para su administracion por via nasal como se describe en
las patentes de Estados Unidos 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, tales como mediante un simple pulverizador nasal con el agente activo en un vehiculo
acuoso farmacéuticamente aceptable, tal como una solucién salina estéril o agua estéril. La administracién puede
ser con un nebulizador de aerosol impulsado a presion o un nebulizador ultrasénico. Véanse, por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos N° 4.501.729 y 5.656.256. Las formulaciones adecuadas para su uso en una gota nasal
o botella de aerosolizacién o en nebulizadores constan del principio activo en un vehiculo liquido, el principio activo
que comprende hasta el 40 % en peso/peso de la formulacion, pero preferentemente menos del 20 % en peso/peso.
Normalmente, el vehiculo es agua (y lo mas preferentemente agua estéril libre de pirégeno) o una solucion
alcohdlica acuosa diluida, preferentemente preparada en una solucion del 0,12 % al 0,8 % de cloruro sédico.
Aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacién no se prepara estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de
metilo, antioxidantes, agentes aromatizantes, aceites volatiles, agentes tamponantes, agentes osmodticamente
activos (por ejemplo, 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, y a continuacién pasando la
composicion micronizada a través de un tamiz de calibre 400 para romper o separar los aglomerados grandes.

La composicion particulada opcionalmente puede contener un dispersante que sirve para facilitar la formulacion de
un aerosol. Un dispersante adecuado es la lactosa, que se puede mezclar con el agente activo en cualquier relacion
adecuada (por ejemplo, una relaciéon de 1 a 1 en peso).

Los compuestos activos de formula Il se pueden sintetizar segin procedimientos conocidos en la técnica. Un
procedimiento sintético representativo se muestra en el esquema siguiente:

NHR!
N |
X N=C—S—CH,
| _ + HNRR*—> ()
Y~ N “NHR?

X

Estos procedimientos se describen, por ejemplo, en E.J. Cragoe, "The Synthesis of Amiloride and Its Analogs"
(capitulo 3) en Amiloride and Its Analogs, pp. 25-36. Otros métodos de preparacion de los compuestos se describen,
por ejemplo, en la patente de Estados Unidos 3.313.813. Véase, en particular, los Métodos A, B, C, y D descritos en
la patente de Estados Unidos 3.313.813. Métodos adicionales de preparacién de los intermedios usados en la
preparacion de compuestos de la presente invencion se desvelan en las patentes de Estados Unidos 7.064.129,
Estados Unidos 6.858.615, Estados Unidos 6.903.105, WO 2004/073629, WO 2007/146869, y WO 2007/018640.

Se pueden usar varios ensayos para caracterizar los compuestos de la presente invencion. A continuacion se
describen ensayos representativos. Entre los siguientes compuestos, aquellos que no entren dentro del alcance de
las reivindicaciones anexas no formaran parte de la invencion.

Medicién in vitro de la actividad y reversibilidad del blogueo de los canales de sodio

Un ensayo usado para evaluar la accion y/o potencia de los compuestos de la presente invencion supone la
determinacion de la inhibicién lumenal del farmaco de las corrientes de sodio epitelial de las vias respiratorias
medida en una corriente de circuito corto (Isc) utilizando monocapas epiteliales de las vias respiratorias montadas en
camaras Ussing. Las células recién extirpadas obtenidas de las vias respiratorias de un ser humano, perro, oveja y
roedor se siembran en insertos Snapwell ™ (Costar) porosos de 0,4 pm, se cultivan en condiciones de interfaz de
aire-liquido (IAL) en medio hormonalmente definido, y se someten a ensayo para la actividad del transporte de sodio
(Isc) mientras se bafia en tampén de bicarbonato de Ringer-Krebs (KBR) en camaras Ussing. Todas las adiciones de
farmacos se producen en el bafio lumenal con protocolos de adicion semilogaritmica de la dosis (de 1 x 10" M a 3
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x 10° M), y el registro del cambio acumulado en la Isc (inhibicién). Todos los farmacos se preparan en
dimetilsulféxido en forma de soluciones madre a una concentracion de 1 x 102 M y se almacenan a -20 °C.
Normalmente se corren en paralelo ocho preparaciones; dos preparaciones por carrera incorporan amilorida y/o
benzamilo como controles positivos. Después de que se administre la concentracion maxima (5 x 10° M), el bafio
lumenal se cambia tres veces con solucion fresca KBR libre de farmacos, y se mide la Isc resultante después de
cada lavado durante un periodo de 5 minutos aproximadamente. La reversibilidad se define como el porcentaje de
retorno al valor basal para la corriente de sodio después del tercer lavado. Todos los datos de las pinzas de tensién
se recopilan mediante una interfaz computarizada y se analizan fuera de linea.

Se consideraron las relaciones de dosis-efecto para todos los compuestos y se analizaron mediante el programa
Prism 3.0. Los valores de Clsg, concentraciones efectivas maximas, y reversibilidad se calculan y se comparan con la
amilorida y el benzamilo como controles positivos. La potencia de la actividad bloqueante de los canales de sodio de
compuestos representativos con respecto a la amilorida en células recién escindidas de las vias respiratorias de
seres humanos se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Potencia de la actividad bloqueante de los canales de sodio de compuestos en comparacioén con la

amilorida
Numero de compuesto Potencia de bloqueo de los canales de sodio con respecto a la amilorida
26 30
34 63
72 164
76 347

La potencia de la actividad bloqueante de los canales de sodio de compuestos representativos en células recién
escindidas procedentes de las vias respiratorias de perro se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2
NUmero de compuesto Clso (nM)

Amilorida 781
79 23,5
34 18,8
26 25,4
72 6,3
75 4,3
91 6,1
94 9,6
107 8,1
105 23,5
116 2,7
118 3,2

Ensayos farmacoldgicos de absorcion
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(1) Ensayo de desaparicién apical

Células bronquiales (células de perro, ser humano, oveja, o roedor) se sembraron a una densidad de 0,25 x 10%/cm?
sobre una membrana porosa recubierta con colageno Transwell-Col con un area de crecimiento de 1,13 cm?
crecidas en una interfaz aire-liquido en un medio hormonalmente definido que promueve un epitelio polarizado.
Entre 12 y 20 dias después del desarrollo de una interfaz aire-liquido (IAL) se espera que los cultivos estén ciliados
> 90 %, y que las mucinas se acumulen en las células. Para garantizar la integridad de las preparaciones de las
células epiteliales de las vias respiratorias primarias, se midieron la resistencia transepitelial (R;) y las diferencias de
potencial transepitelial (PD), que son indicadores de la integridad de la naturaleza polarizada del cultivo. Se prefieren
sistemas de células humanas para estudios de velocidades de absorcion a partir de superficies apicales. El ensayo
de desaparicion se lleva a cabo en condiciones que mimetizan las peliculas "delgadas" in vivo (-25 pl) y se inicia
afadiendo bloqueantes de los canales de sodio experimentales o controles positivos (amilorida, benzamilo,
fenamilo) a la superficie apical a una concentracion inicial de 10 uM. Se recogen una serie de muestras (5 ul de
volumen por muestra) en varios momentos, incluyendo a los 0, 5, 20, 40, 90 y 240 minutos. Se determinan las
concentraciones midiendo la fluorescencia intrinseca de cada bloqueante de los canales de sodio usando un
fluorimetro Fluorocount Microplate Flourometer o HPLC. El analisis cuantitativo utiliza una curva patron generada a
partir de patrones de referencia auténticos de concentracion y pureza conocidas. El andlisis de los datos de la
velocidad de desaparicion se lleva a cabo usando regresion no lineal, a una fase de caida exponencial (Prism V 3.0).

2. Ensayo de microscopia confocal de captacién de congéneres de amilorida

Practicamente todas las moléculas de tipo amilorida emiten fluorescencia en el espectro ultravioleta. Esta propiedad
de estas moléculas se puede usar para medir directamente la captacion celular usando microscopia confocal x-z. Se
ponen concentraciones equimolares de compuestos experimentales y controles positivos que incluyen amilorida y
compuestos que demuestran una captacion rapida en el compartimento celular (benzamilo y fenamilo) sobre la
superficie apical de cultivos de vias respiratorias sobre la etapa del microscopio confocal. Se obtienen imagenes
seriadas x-z con el tiempo, y se cuantifica la magnitud de la fluorescencia que se acumula en el compartimento
celular y se representa en forma de variacion en la fluorescencia frente al tiempo.

3. En ensayos in vitro del metabolismo del compuesto

Las células epiteliales de las vias respiratorias tienen la capacidad de metabolizar los farmacos durante el proceso
de absorcién transepitelial. Ademas, aunque es menos probable, es posible que los farmacos se puedan metabolizar
sobre las superficies epiteliales de las vias respiratorias mediante actividades ectoenzimaticas especificas. Quiza
con mayor probabilidad, como acontecimiento ecto-superficial, los compuestos se pueden metabolizar por las
secreciones infectadas que ocupan los limenes de las vias respiratorias de pacientes con una enfermedad
pulmonar, por ejemplo, fibrosis quistica. Asi, se llevan a cabo una serie de ensayos para caracterizar el metabolismo
del compuesto que resulta de la interaccion de los compuestos de ensayo con el epitelio de las vias respiratorias
humanas y/o los productos lumenales del epitelio de las vias respiratorias humanas.

En la primera serie de ensayos, la interaccion de los compuestos de prueba en KBR como estimulante del "LSVR"
se aplica a la superficie apical de células epiteliales de las vias respiratorias humanas crecidas en el sistema de
inserto T-Col. Para la mayor parte de los compuestos, el metabolismo (generacidon de nuevas especies) se somete a
ensayo usando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para resolver las especies quimicas y las
propiedades de fluorescencia endogenas de estos compuestos y estimar las cantidades relativas de compuesto de
prueba y nuevos metabolitos. Para un ensayo tipico, una solucion de ensayo (25 ul de KBR, que contiene
compuesto de ensayo 10 uM) se dispone sobre la superficie lumenal del epitelio. Se obtienen muestras secuenciales
de 5 a 10 pl a partir de los compartimentos lumenal y serosal para analisis de HPLC de (1) la masa del compuesto
de ensayo que permea desde el bafio lumenal al serosal y (2) la posible formacion de metabolitos a partir del
compuesto parental. En casos en los que las propiedades de fluorescencia de la molécula de ensayo no sean las
adecuadas para dichas caracterizaciones, se usan compuestos radiomarcados para estos ensayos. A partir de los
datos de HPLC, se cuantifica la velocidad de desaparicion y/o formaciéon de nuevos compuestos metabdlicos sobre
la superficie lumenal y la aparicion del compuesto de ensayo y/o nuevos metabolitos en la solucion basolateral.
También se cuantifican los datos relativos a la movilidad cromatografica de los posibles nuevos metabolitos con
respecto al compuesto parental.

Para analizar el metabolismo potencial de compuestos de ensayo mediante el esputo en FQ, se ha recogido una

mezcla "representativa" de esputo de FQ expectorado obtenido de 10 pacientes con FQ (con la aprobacion de la
IRB). El esputo se solubiliza y una alicuota se somete a ultracentrifugacion de forma que se obtiene una alicuota
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"sobrenadante" (puro = celular; sobrenadante = fase liquida). Los estudios tipicos del metabolismo del compuesto
mediante esputo de FQ suponen la adicién de masas conocidas de compuesto de ensayo a esputo de FQ "puro" y
alicuotas de "sobrenadante" de esputo de FQ incubadas a 37 °C, seguido de la toma secuencial de muestras de
alicuotas a partir de cada tipo de esputo para la caracterizacién de la estabilidad/metabolismo del compuesto
mediante andlisis de HPLC como se ha descrito anteriormente. Al igual que antes, se realiza el analisis de
desaparicion de compuesto, velocidades de formacion de nuevos metabolitos y movilidades de HPLC de nuevos
metabolitos.

4. Efectos farmacoldgicos y mecanismo de accién del farmaco en animales

El efecto de los compuestos para mejorar la eliminacion mucociliar (EMC) se puede medir usando un modelo in vivo
descrito por Sabater y col., Journal of Applied Physiology, 1999, p. 2191-2196.

Métodos

Preparacion de los animales: Ovejas adultas (con un peso que oscila entre 25 y 35 kg) se inmovilizaron en posicion
vertical en un arnés corporal especializado adaptado a un carro de la compra modificado. Las cabezas de los
animales se inmovilizaron y se indujo anestesia local del conducto nasal con lidocaina al 2 %. A continuacion los
animales fueron intubados por via nasal con un tubo endotraqueal (TET) con un diametro interno de 7,5 mm. El
limite del TET se situd justo por debajo de las cuerdas vocales y su posicion se verificd con un broncoscopio flexible.
Después de la intubacion, se dejo que los animales se equilibrasen durante 20 minutos aproximadamente antes de
iniciar las mediciones de la eliminacion mucociliar.

Administracion de radio-aerosol: Se generaron aerosoles de 99mTc-seroalbimina humana (3,1 mg/ml; que contiene
aproximadamente 20 mCi) usando un nebulizador Raindrop que produce una gota con un diametro aerodinamico
medio de 3,6 um. El nebulizador se conectd a un sistema de dosimetria que consta de una valvula solenoide y una
fuente de aire comprimido (20 psi). La salida del nebulizador estaba dirigida hacia un convector plastico en T; uno de
cuyos extremos estaba conectado al tubo endotraqueal, el otro estaba conectado a un respirador de piston. El
sistema se activo durante un segundo al comienzo del ciclo respiratorio del respirador. El respirador se ajusté a un
volumen tidal de 500 ml, una relacién de inspiracion a espiracion de 1:1, y a una velocidad de 20 respiraciones por
minuto para maximizar la deposicion central de las vias respiratorias. La oveja respiré el aerosol radiomarcado
durante 5 minutos. Se us6 una camara gamma para medir la eliminacion de " Tc-seroalbumina humana de las vias
respiratorias. La camara estaba situada por encima del lomo del animal con la oveja en una posicién natural vertical
apoyada en un carro de forma que el campo de la imagen era perpendicular a la médula espinal del animal. Se
colocaron marcadores radiomarcados externos sobre la oveja para garantizar la correcta alineacion bajo la camara
gamma. Todas las imagenes se almacenaron en un ordenador integrado en la camara gamma. Se rastre6 sobre la
imagen una region de interés correspondiente al pulmén derecho de la oveja y se registré el recuento. El recuento se
corrigié para la caida y se expresa como porcentaje de radiactividad presente en la imagen basal inicial. EI pulmén
izquierdo se excluy6 del analisis debido a que su contorno esta superpuesto sobre el estbmago y los recuentos se
pueden tragar y entrar en el estbmago en forma de mucosidad radiomarcada.

Protocolo de tratamiento (Evaluacién de la actividad a t-cero): Se obtuvo una imagen de deposicion inicial
inmediatamente después de la administraciéon del radio-aerosol. A tiempo cero, después de la obtencion de la
imagen inicial, se aerosolizaron vehiculo control (agua destilada), control positivo (amilorida), o compuestos
experimentales a partir de un volumen de 4 ml usando un nebulizador Pari LC JetPlus sobre animales que respiran
libremente. El nebulizador estaba impulsado por aire comprimido con un flujo de 8 | por minuto. El tiempo de
administracion de la solucién fue de 10 a 12 minutos. Los animales se extubaron inmediatamente después de la
administracion de la dosis total con el fin de evitar falsas elevaciones en el recuento provocadas por la aspiracion de
exceso de radio-trazador del TET. Se obtuvieron imagenes en serie del pulmén a intervalos de 15 minutos durante
las primeras 2 horas después de la dosificaciéon y cada hora durante las 6 horas siguientes a la dosificacion para un
periodo de observacion total de 8 horas. Las sesiones de dosificacion con agentes experimentales diferentes se
espaciaron por un periodo de eliminacién de al menos 7 dias.

Protocolo de tratamiento (Evaluacion de la actividad a t-4 horas): Se us6 la siguiente variacion del protocolo estandar
para evaluar la durabilidad de la respuesta después de una Unica exposicion a vehiculo control (agua destilada),
compuestos de control positivo (amilorida o benzamilo), o agentes en investigacion. A tiempo cero, el vehiculo
control (agua destilada), control positivo (amilorida), o compuestos en investigacion se pulverizaron a partir de un
volumen de 4 ml usando un nebulizador Pari LC JetPlus sobre animales que respiran libremente. El nebulizador
estaba impulsado por aire comprimido con un flujo de 8 | por minuto. El tiempo de administracion de la solucion fue
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de 10 a 12 minutos. Los animales se inmovilizaron en posicion vertical en un arnés corporal especializado durante 4
horas. Al final del periodo de 4 horas los animales recibieron una sola dosis de aerosol 9MTc-seroalbtimina humana
(3,1 mg/ml; que contiene aproximadamente 20 mCi) de un nebulizador Raindrop. Los animales se extubaron
inmediatamente después de la administracion de la dosis total del radio-trazador. Se obtuvo una imagen de
deposicion inicial inmediatamente después de la administracion del radio-aerosol. Se obtuvieron imagenes en serie
del pulmén a intervalos de 15 minutos durante las primeras 2 horas después de la administracién de radio-trazador
(que representa las horas 4 a 6 después de la administracién del farmaco) y cada hora durante las 2 horas
siguientes a la dosificacion para un periodo de observacion total de 4 horas. Las sesiones de dosificacion con
agentes experimentales diferentes se espaciaron por un periodo de eliminacion de al menos 7 dias.

Estadisticas: Los datos se analizaron usando SYSTAT para Windows, versién 5. Los datos se analizaron usando un
ANOVA repetido de dos vias (para evaluar los efectos generales), seguido de una prueba t apareada para identificar
las diferencias entre pares especificos. La significacion se aceptdé cuando p era menor o igual a 0,05. Los valores de
la pendiente (calculados a partir de los datos recogidos durante los 45 minutos iniciales después de la dosificacion
en la evaluacion t-cero) para las curvas EMC medias se calcularon usando regresion lineal de minimos cuadrados
para evaluar diferencias en las velocidades iniciales durante la fase de eliminacion rapida.

EJEMPLOS

Habiendo descrito esta invencion de forma general, se puede obtener una comprension mas profunda en referencia
a ciertos ejemplos especificos que se suministran en el presente documento Unicamente con fines ilustrativos y que
no se pretende que sean una limitacién, a menos que se especifique lo contrario. Entre los siguientes compuestos,
aquellos que no entren dentro del alcance de las reivindicaciones anexas no formaran parte de la invencion.

Preparacion de blogueantes de los canales de sodio

Materiales y métodos. Todos los reactivos y disolventes se adquirieron en Aldrich Chemical Corp. y se usaron sin
purificacion adicional. Los espectros de RMN de proton y de carbono se obtuvieron en un espectrometro Bruker AC
300 a 300 MHz y 75 MHz, respectivamente. Los espectros de protones estan referenciados al tetrametilsilano como
patron interno y los espectros del carbono estan referenciados a CDCls, CD30D, acetona-ds o DMSO-dg (adquiridos
en Aldrich o Cambridge Isotope Laboratories, a menos que se especifique lo contrario). Los puntos de fusion se
obtuvieron en un aparato Mel-Temp Il y estan sin corregir. Los espectros de masas ESI se obtuvieron en un
espectrometro de masas Shimadzu LCMS-2010 EV. Los analisis de HPLC se obtuvieron usando una columna
analitica Waters Xterra RP C18 detectada a 220 nm (a menos que se especifique lo contrario) sobre un sistema de

HPLC Shimadzu Prominence. Con un caudal de 1,0 ml por minuto, se utilizé el siguiente programa de tiempos:
Tiempo Porcentaje de A (H2O con 0,05 % de TFA) Porcentaje de B (CH3CN con 0,05 % de TFA)
0:00 90 10
20:00 10 90
30:00 10 90
35:00 90 10

A menos que se indique lo contrario, como abreviaturas, se aplicaran las siguientes definiciones.

Abreviatura Definicion

THF Tetrahidrofurano

Cbz Benciloxicarbonilo, es decir, -(CO)O-bencilo
AUC Area bajo la curva o pico

EtOAc Acetato de etilo

Rs Factor de retraso
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HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
MTBE Metil terc-butil éter

tr Tiempo de retencion

GC-MS Cromatografia de gases-espectrometria de masas
% en peso Porcentaje en peso

h Horas

min Minutos

MHz Megahertzios

MeOH Metanol

TFA Acido trifluoroacético

uv Ultravioleta
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Esquema 4
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Preparacion de 4-bromonaftol (13)

A una solucién de naftol (12, 5,0 g, 35 mmol) en CH3CN (125 ml) a 0 °C se le afiadié N-bromosuccinimida (7,9 g, 45
mmol) en varias porciones. La mezcla de reaccion se calenté a temperatura ambiente, se agité durante 1 h, y se
concentro. El residuo se disolvié en EtOAc (500 ml) y la soluciéon se lavd con agua (300 ml) y salmuera (300 ml). La
capa organica se seco sobre MgSO, se filtrd, y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, 4:1 de hexanos/EtOAc) para producir 4-bromonaftol (13, 5,0 g, 64 %) como un solido blanco: RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) 6 8,22-8,16 (m, 2H), 7,62-7,26 (m, 3H), 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,46 (s, 1H).

Preparacion de (4-bromonaftalen-1-iloxi) (terc-butil)dimetilsilano (14)

A una solucién de imidazol (2,3 g, 34 mmol) y 4-bromonaftol (13, 5,0 g, 22 mmol) en DMF (10 ml) a 0 °C se le afiadié
cloruro de t-butildimetilsililo (3,7 g, 24,6 mmol) en varias porciones. La mezcla se calentd a temperatura ambiente y
se agitdé durante 2 h. La mezcla de reaccion se repartio entre Et;0 (500 ml) y agua (300 ml) y la capa acuosa se
volvié a extraer con Et,O (300 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (300 ml) y salmuera (300
ml), se secaron sobre MgSQy, se filtraron, y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia en columna
(gel de silice, hexanos) para dar (4-bromonaftalen-1-iloxi) (terc-butil)dimetilsilano (14, 6,4 g, 85 %) como un sdlido
blanco: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 8,21-8,14 (m, 2H), 7,61-7,49 (m, 3H), 6,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 1,10 (s, 9H), 0,28
(s, 6H).

Preparacion de terc-butil (4-bromonaftalen-1-iloxi)dimetilsilano (15)

Se afiadié n-butil-litio (1,6 M en hexanos, 6,8 ml) gota a gota a una solucién de (4-bromonaftalen-1-iloxi) (terc-
butil)dimetilsilano (14, 3,0 g, 9,0 mmol) en THF anhidro (30 ml) a -78 °C y la mezcla se agit6é durante 1 h. Se afiadio
yodo (3,4 g, 14 mmol) en THF (20 ml) gota a gota a la misma temperatura y la mezcla de reaccion se agité durante 2
h. La mezcla de reaccion se diluy6 con Et;O (500 ml), se lavd con una solucién saturada 1:1 de NaS>03/NaHCO3 (2
x 300 ml) y 1:1 de H,O/salmuera (300 ml), se secd sobre MgSQu, se filtré y se concentré. El residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de S|I|ce hexanos) para dar terc-butil (4-bromonaftalen-1-iloxi)dimetilsilano (15, 1,8 g,
52 %) como un sdlido blanco: RMN "H (300 MHz, CDCl3) & 8,15 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,89 (d,
J =8,1Hz, 1H), 7,59-7,47 (m, 2H), 6,64 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 1,09 (s, 9H), 0,28 (s, 6H).

Preparacion de 3-butin-1-amina (17)

A una solucion de acido 4-pentinoico (16, 15 g, 150 mmol), alcohol bencilico (17 ml, 170 mmol) y 4-metil morfolina
(17 ml, 150 mmol) en tolueno anhidro (80 ml) se le afadié gota a gota difenilfosforilazida (33 ml, 150 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 15 min. La temperatura de reaccién se elevd con
cuidado hasta 60-70 °C, durante la cual se observo eflorescencia vigorosa. La mezcla de reaccién se agito a la
misma temperatura durante 2 h y a continuacion a 110 °C durante 18 h. La mezcla de reaccidon se enfrié a
temperatura ambiente y se concentré hasta una suspension de color marréon espesa. El residuo se disolvio en
CHCI; (300 ml) y la solucién se agité durante 30 min mas. La mezcla se lavé con agua (2 x 300 ml) y las capas
acuosas combinadas se volvieron a extraer con CH,Cl, (2 x 300 ml). Las capas organicas combinadas se secaron
sobre MgSOQOy, se filtraron, y se concentraron. El residuo se purificéd por cromatografia en columna (gel de silice, 4:1
de hexanos/EtOAc) para dar la amina 17 (16 g, 52 %) como un aceite de color amarillo claro: RMN 'H (300 MHz,
CDCls) 6 7,37-7,33 (m, 5H), 5,11 (s, 3H), 3,36 (q, J = 6,4 Hz, 2H), 2,41 (td, J = 6,4, 2,4 Hz, 2H), 1,99 (t, J = 2,6 Hz,
1H).

Preparacion de bencil 4-[4-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-1-il]-3-butinilcarbamato (18)

Una solucién de terc-butil (4-bromonaftalen-1-iloxi)dimetilsilano (15, 3,1 g, 8,2 mmol), amina 17 (3,3 g, 16 mmol) y
trietilamina (4,5 ml, 33 mmol) en CH3CN (70 ml) enfriada previamente a -78 °C se desgasificé con argdn. Se afadioé
rapidamente tri-terc-butil fosfina (10 % en hexanos, 3,3 g, 1,6 mmol), Pd(PPhs)s (940 mg, 0,82 mmol), y Cul (78 mg,
0,41 mmol) en una porcién a la misma temperatura. La mezcla se calent6 a -30 °C y se agité hasta que se formo una
soluciéon homogénea, a continuacion se enfri6 a -78 °C, y se desgasifico con argén. La mezcla se calenté a
temperatura ambiente y se agité durante 18 h. Se afiadié agua (10 ml) a la mezcla de reaccién y la mezcla se
concentré. El residuo se diluyé con EtOAc (500 ml) y la capa organica se lavé con agua (300 ml) y salmuera (300
ml), se seco sobre Na;SOs, se filtrd, y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, 4:1 de hexanos/EtOAc) para dar el carbamato 18 (2,0 g, 52 %) como un aceite de color amarillo claro: RMN "H
(300 MHz, CDClIs) & 8,24-8,16 (m, 2H), 7,53-7,45 (m, 3H), 7,38-7,30 (m, 5H), 6,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 5,14 (s ancho,
3H), 3,56-3,49 (m, 2H), 2,76 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 1,09 (s, 9H), 0,29 (s, 6H).
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Preparacion de bencil 4-[4-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-1-il]butilcarbamato (19)

Una solucion del carbamato 18 (2,0 g, 4,3 mmol) y Pd al 10 %/C (300 mg) en MeOH (60 ml) se someti6 a
condiciones de hidrogenacion (50 psi) durante 8 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtr6 a través
de un tapoén de tierra de diatomeas y el tapon se lavé con MeOH (2 x 20 ml). A continuacion, el filtrado se concentrd
al vacio para dar la amina en bruto (1,4 g) que se disolvié en 1:1 de CH2Cl,/NaHCOs3 (solucion saturada) (30 ml). Se
afnadié cloroformiato de bencilo (0,62 ml) gota a gota a temperatura ambiente y la mezcla de reacciéon se agitd
durante 1 h. La mezcla se concentro, el residuo se disolvio en EtOAc (500 ml), y la solucidn se lavé con agua (300
ml) y salmuera (300 ml). La capa organica se seco sobre Na;SO., se filtro, y se concentré. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna (gel de S|I|ce 4:1 de hexanos/EtOAc) para dar el butilcarbamato 19 (1,5 g,
77 %) como un aceite de color amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) 5 8,24 (m, 1H), 7,91 (d, J = 7,4 Hz, 1H),
7,51-7,42 (m, 2H), 7,34-7,28 (m, 5H), 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,08 (s ancho, 2H), 4,75 (s
ancho, 1H), 3,22 (q, J = 6,4 Hz, 2H), 2,99 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 1,76-1,71 (m, 2H), 1,67-1,56 (m, 2H), 1,09 (s, 9H), 0,27
(s, 6H).

Preparacion de bencil 4-(4-hidroxinaftalen-1-il)butilcarbamato (20)

Se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THF, 1,0 ml) a una solucion de bencil 4-[4-(terc-
butildimetilsililoxi)naftalen-1-illbutiicarbamato (19, 380 mg, 0,80 mmol) en THF anhidro (15 ml) a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccién se agité durante 2 h y se concentro hasta sequedad. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, 3:1 de hexanos/EtOAc) para dar el butilcarbamato 20 (287 mg, 99 %) como
un solido blanco: RMN "H (300 MHz, CDCl3) & 8,23-8,21 (m, 1H), 7,84-7,81 (m, 1H), 7,42-7,34 (m, 2H), 7,25-7,15 (m,
5H), 6,96 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,62 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,00 (s ancho, 2H), 4,65 (s, 1H), 3,13 (q, J = 6,6 Hz, 2H), 2,87
(t, J =7,5Hz, 2H), 1,64-1,47 (m, 4H).

Preparacion de bencil 4-[4-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-1-il]butilcarbamato (22)

Una solucion de bencil 4-(4-hidroxinaftalen-1-il)butilcarbamato (20, 287 mg, 0,82 mmol), oxiran-2-il-metanol (21, 0,07
ml, 1,00 mmol) y trietlamina (0,01 ml, 0,05 mmol) en EtOH absoluto (9,28 ml) se sometié a irradiacion de
microondas a 130 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna (gel de silice, 95:5 de CHCl,/MeOH) para dar el butilcarbamato 22 (293 mg, 83 %) como
un aceite espeso de color amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 8,24 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,94 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 7,52-7,45 (m, 2H), 7,37-7,28 (m, 5H), 7,18 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,09 (s, 2H), 4,71 (s
ancho, 1H), 4,29-4,20 (m, 3H), 3,98-3,81 (m, 2H), 3,23 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 3,00 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,65 (d, J = 4,5
Hz, 1H), 2,06 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 1,83-1,53 (m, 4H).

Preparacion de 3-[4-(4-aminobutil)naftalen-1-iloxi]propano-1,2-diol (23)

Una solucion de bencil-4-[4-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-1-il]butilcarbamato (22, 340 mg, 0,80 mmol) y Pd al 10 %/C
(50 mg) en MeOH (50 ml) se someti6 a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 2 h a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un tapon de tierra de diatomeas y el tapon se lavé con MeOH. A
continuacion, el filtrado se concentré al vacio para dar el diol 23 (226 mg, 97 %) como un sélido amarillo: MS m/z
290 [C17H23NO3 + HJ". El diol 23 se usé en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Preparacion de 2,4-diamino-5-cloro-N-{N-[4-(4-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-1-
il)butillcarbamimidoil}benzamida (24)

A una solucion de 3-[4-(4-aminobutil)naftalen-1-iloxi]propano-1,2-diol (23, 226 mg, 0,78 mmol) y metil 3,5-diamino-6-
cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato (10, 455 mg, 1,17 mmol) en EtOH (10 ml) se le afiadio diisopropiletilamina
(0,82 ml, 4,69 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 70 °C en un tubo sellado durante
7 h, a continuacion se enfri6 a temperatura ambiente, y se concentré al vacio. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna (gel de S|I|ce 80:18:2 de CHCI3/CH30H/NH4OH) para dar la benzamida 24 (140 mg,
36 %) como un sdlido amarillo: RMN "H (300 MHz, CD;0D) & 8,31 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,98 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,53-
7,40 (m, 2H), 7,23 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,22-4,10 (m, 3H), 3,84-3,72 (m, 2H), 3,31-3,25 (m
2H), 3,8-3,3 (m, 2H), 1,89-1,70 (m, 4H).

Preparacion de sal del acido 3,5-diamino-6-cloro-N-(N-{4-[6-(2,3-dihidropropoxi)naftalen-2-
illbutil}carbamimidoil)pirazin-2-carboxamida metanosulfénico (25)
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A una solucion de 3,5-diamino-6-cloro-N-(N-{4-[6-(2,3-dihidropropoxi)naftalen-2-ilJbutil}carbamimidoil)pirazin-2-
carboxamida (24, 119 mg, 0,24 mmol) en EtOH (5 ml) se le afadié acido metanosulfonico (22,7 mg, 0,24 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agitd durante 15 min. La solucion se concentrd y el residuo se
destilé azeotropicamente con MeOH. El residuo se disolvio en H>O (4 ml) y se liofilizd para dar la sal del acido
metanosulfénico 25 (130 mg, 92 %) como un sélido amarillo: p.f. 129-132 °C; RMN "H (300 MHz, DMSO-ds) 5 10,45
(s, 1H), 9,12 (s, 1H), 8,86 (s ancho, 1H), 8,70 (s ancho, 1H), 8,27 (dd, J = 8,0, 1,3 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,2 Hz, 1H),
7,59-7,49 (m, 2H), 7,47 (s, 2H), 7,26 (d, J = 7,8, 1H), 6,87 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,71 (t, J =
5,4, 1H), 4,16-3,93 (m, 3H), 3,55 (td, J = 5,6, 1,5 Hz, 2H), 3,16 (d, J = 5,3 Hz, 2H), 3,00 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 2,29 (s,
3H), 1,76-1,57 (m, 4H); ESI-MS m/z 524 [C23H2sCIN7O4 + HJ".

Preparacion de la sal del acido 2,4-diamino-5-cloro-N-(N-{4-[4-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-1-
illbutil}carbamimidoil) benzamida L-(+)-lactico (26)

A una soluciéon de 2,4-diamino-5-cloro-N-(N-{4-[4-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-1-il]butil}carbamimidoil)benzamida
(24, 28 mg, 0,06 mmol) en EtOH (10 ml) se le afadié acido L-(+)-lactico (5,20 mg, 0,06 mmol) a temperatura
ambiente y la mezcla de reaccidon se agitd durante 15 min. La solucién se concentré y el residuo se destild
azeotropicamente con MeOH. El residuo se disolvio en H,O (3 ml) y se liofilizd para dar la sal del acido lactico 26 (28
mg, 84 %) como un solido amarillo: p.f. 115-118 °C; RMN H (300 MHz, CD30OD) & 8,32 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,01 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 7,53-7,40 (m, 2H), 7,24 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,21-4,10 (m, 3H), 4,01-3,94 (m,
1H), 3,82-3,73 (m, 2H), 3,35-3,33 (m, 2H), 3,08 (t, J = 7,0, Hz, 1H), 1,89-1,77 (m, 4H), 1,31 (d, J = 7,0 Hz, 3H); ESI-
MS m/z 524 [C23H28CIN7O4 + H]™.
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Preparacion de (6-bromonaftalen-2-iloxi) (terc-butil)dimetilsilano (28)

A una solucién de 6-bromonaftalen-2-ol (5,0 g, 22,4 mmol) e imidazol (2,3 g, 33,6 mmol) en N,N-dimetilformamida
(DMF) (5,0 ml) se le anadié cloruro de t-butildimetilsililo (TBDMSCI) (3,7 g, 24,6 mmol) en una porcién a 0 °C. La
mezcla se dejoé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 3 h. La mezcla de reaccion se repartié entre
EtOAc (500 ml) y agua (300 ml). La capa acuosa se separd y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml) y los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera (300 ml), se secaron sobre Na,;SO4, se filtraron y se concentraron.
El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de S|I|ce hexanos) para dar (6-bromonaftalen-2-iloxi) (terc-
butil)dimetilsilano (28, 7,4 g, 98 %) como un solido blanco: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,91 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,64
(d, J=8,7Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 8,7, 1,8 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,09 (dd, J = 9,0,
2,4 Hz, 1H), 1,01 (s, 9H), 0,24 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-il]but-3-inilcarbamato (29)
Una solucion de (6-bromonaftalen-2-iloxi) (ferc-butil)dimetilsilano (28, 3,4 g, 10,0 mmol), bencil but-3-inilcarbamato
(17, 2,0 g, 10 mmol) y trietilamina (20 ml) en THF anhidro (60 ml) enfriada previamente a -78 °C se desgasificd con

argon. La mezcla se calenté a temperatura ambiente y se afiadié rapidamente diclorobis(trifenilfosfina) de paladio (I1)
(PdCIx(PPhs)2 (702 mg, 1 mmol) y Cul (381 mg, 2 mmol) en una porciéon en atmosfera de argén. La mezcla se
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calent6 a 60 °C durante 4 h, y a continuacion a temperatura ambiente durante 48 h. La mezcla de reaccion se filtrd a
través de un tapon de tierra de diatomeas y el filtrado se repartio entre EtOAc (500 ml) y HCI 1 N (200 ml). La capa
acuosa se separo y se extrajo de nuevo con EtOAc (300 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con
agua (300 ml) y salmuera (300 ml), se secaron sobre Na;SO., se filtraron, y se concentraron. El residuo se purificd
por cromatografia en columna (gel de S|I|ce 10:1 de hexanos/EtOAc) para dar el carbamato 29 (1,24 g, 37 %) como
un aceite espeso de color marrén: RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,83 (s, 1H), 7,65 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,7
Hz, 1H), 7,39-7,29 (m, 6H), 7,13 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,07 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 5,17 (s, 1H), 5,13 (s, 2H), 3,46 (q,
J =6,3 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 1,01 (s, 9H), 0,25 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-(6-hidroxinaftalen-2-il) but-3-inilcarbamato (30)

A una solucién de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-illbut-3-inilcarbamato (29, 578 mg, 1,26 mmol) en
THF anhidro (60 ml) se le afiadié gota a gota fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THF, 1,38 ml) y la mezcla se agité
durante 2 h a temperatura ambiente. La solucion resultante se concentré al vacio y el residuo se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, 95:5 de CH2Cl,/MeOH) para dar el carbamato 30 (418 mg, 96 %) como un
solido amarillo palido: RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,82 (s, 1H), 7,67 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
7,37-7,29 (m, 6H), 7,11-7,8 (m, 2H), 5,30 (s, 2H), 5,14 (s, 2H), 3,48 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 2,68 (t, J = 6,6 Hz, 2H).

Preparacion de bencil 4-[6-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-2-il]but-3-inilcarbamato (31)

Una solucion de 4-(6-hidroxinaftalen-2-il) but-3-inilcarbamato (30, 390 mg, 1,1 mmol), oxiran-2-il-metanol (21, 0,1 ml,
1,4 mmol) y trietilamina (0,01 ml, 0,06 mmol) en EtOH absoluto (8,8 ml) se sometié a irradiacion de microondas a
130 °C durante 30 min. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en
columna (gel de silice, 95:5 de CH.Cl»/MeOH) para dar el carbamato 31 (236 mg, 42 %) como un solido blanco:
RMN "H (300 MHz, CDz0D) & 7,80 (s, 1H), 7,68 (dd, J = 8,7, 3,9 Hz, 2H), 7,38-7,16 (m, 8H), 5,10 (s, 2H), 4,18 (dd, J
=9,6, 4,2 Hz, 1H), 4,11-4,1 (m, 2H), 3,76-3,67 (m, 2H), 3,39-3,31 (m, 4H), 2,63 (t, J = 6,9 Hz, 2H).

Preparacion de 3-[6-(4-aminobutil)naftalen-2-iloxi]propano-1,2-diol (32)

Una suspension de bencil 4-[6-(2,3-dihidroxipropoxi)naftalen-2-ilJbut-3-inilcarbamato (31, 236 mg, 0,5 mmol) y Pd al
10 %/C (96 mg) en MeOH (70 ml) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 1 h a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapon de tierra de diatomeas y el tapdn se lavo con MeOH
A continuacion, el filtrado se concentré al vacio para dar el diol 32 (123 mg, 78 %) como un sélido blanco: RMN 'H
(300 MHz, CDs0OD) & 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,56 (s, 1H), 7,30 (dd, J = 8,4, 1,5 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
7,14 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 4,18-3,99 (m, 3H), 3,76-3,65 (m, 2H), 2,75 (dt, J = 10,8, 7,2 Hz, 4H), 1,80-1,70 (m,
2H), 1,62-1,52 (m, 2H).

Preparacion de 3,5-diamino-6-cloro-N-(N-{4-[6-(2,3-dihidropropoxi)naftalen-2-il]butil}carbamimidoil)pirazin-2-
carboxamida (33)

A una solucién de 3-[6-(4-aminobutil)naftalen-2-iloxiJpropano-1,2-diol (32, 51 mg, 0,2 mmol) y metil 3,5-diamino-6-
cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato (10, 103 mg, 0,3 mmol) en EtOH (2 ml) se le afadié diisopropiletilamina
(0,2 ml, 1,1 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70 °C en un tubo sellado durante 7
h, a continuacion se enfri6 a temperatura ambiente, y se concentré al vacio. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna (gel de S|I|ce 80:18:2 de CHCI3/CH30H/NH4OH) para dar la carboxamida 33 (34 mg,
68 %) como un sdlido amarillo: RMN "H (300 MHz, CDs0D) & 7,67 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,56 (s, 1H), 7,30 (dd, J = 8,4,
1,5 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 4,22-3,99 (m, 3H), 3,76-3,65 (m, 2H), 3,25-3,23
(m, 2H), 2,79 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,84-1,65 (m, 4H).

Preparacion de la sal del acido 3,5-diamino-6-cloro-N-(N-{4-[6-(2,3-dihidropropoxi)naftalen-2-
illbutil}carbamimidoil)pirazin-2-carboxamida metanosulféonico (34)

A una solucion de 3,5-diamino-6-cloro-N-(N-{4-[6-(2,3-dihidropropoxi)naftalen-2-ilJbutil}carbamimidoil)pirazin-2-
carboxamida (33, 190 mg, 0,4 mmol) en EtOH (10 ml) se le afiadié acido metanosulfénico (72,7 mg, 0,8 mmol) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitdé durante 15 min. La solucion se concentré y el residuo se
destilé azeotrépicamente con MeOH. El residuo se disolvié en 8:2 de MeOH/H,O (10 ml) y se I|of|I|zo para dar la sal
del acido metanosulfonico 34 (185 mg, 81 %) como un sélido amarillo: p.f. 146-149 °C; RMN 'H (300 MHz, DMSO-
ds) 8 10,4 (s, 1H), 9,14 (s, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,71 (s, 1H), 7,74 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,62 (s, 1H), 7,44 (s, 2H), 7,34 (dd,
J=284,09Hz 1H), 7,26 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,14 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 5,76 (s, 1H), 4,09 (dd, J = 9,9, 4,2 Hz,
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1H), 3,98-3,81 (m, 2H), 3,48 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 3,32 (q, J = 5,7 Hz, 2H), 2,75 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,34 (s, 6H), 1,72-
1,59 (m, 4H); ESI-MS m/z 502 [C23H2sCIN;O4 + HJ'.
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Preparacion de bencil 4-(4-hidroxinaftalen-1-il)butilcarbamato (20)

10 Se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en THF, 1,1 ml) a una solucion de bencil 4-[4-(terc-
butildimetilsililoxi)naftalen-1-ilJbutiicarbamato (19, 500 mg, 1,1 mmol) en THF (5 ml) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se agitd durante 2 h. La mezcla de reaccion se concentré hasta sequedad. El residuo se purifico
por cromatografia en columna (gel de silice, 3:1 de hexanos/EtOAc) para dar el carbamato 20 (230 mg, 61 %) como
un sélido blanco: RMN "H (300 MHz, CDCl3) & 8.25-8,21 (m, 1H), 7,91 (dd, J = 6,6, 1,8 Hz, 1H), 7,52-7,43 (m, 2H),

15 7,35-7,27 (m, 5H), 7,05 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,10 (s, 2H), 4,75 (s ancho, 1H), 3,23 (q, J = 6,6
Hz, 2H), 2,95 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,76-1,56 (m, 4H).

Preparacion de terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (67)
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A una solucién de 3-aminopropanol (66, 5,0 g, 67 mmol) en 1:1 de dioxano/NaOH 2 N (100 ml) se le afiadi6 di-terc-
butil dicarbonato (17,0 g, 80 mmol) en dioxano (10 ml) a 0 °C. La mezcla de reacciéon se calentdé a temperatura
ambiente y se agit6é durante 1 h. La mezcla se acidificd primero hasta pH 1 con HCI concentrado y a continuacion se
neutralizé a pH 7 con NaOH 2 N. A continuacion, la mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre MgSO, y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de
silice, 3:1 de hexanos/EtOAc) para dar terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (67, 11,0 g, 94 %) como un aceite de color
amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 4,80 (s, 1H), 3,66 (q, J = 5,7 Hz, 2H), 3,33 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 2,97 (s
ancho, 1H), 1,71-1,63 (m, 2H), 1,45 (s, 9H).

Preparacion del compuesto (68)

Se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (120 mg, 0,59 mmol) gota a gota a una solucion de bencil 4-(4-
hidroxinaftalen-1-il)butilcarbamato (20, 206 mg, 0,59 mmol), terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (67, 104 mg, 0,59
mmol), y ftrifenilfosfina (187 mg, 0,71 mmol) en THF anhidro (5 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccién se calento a
temperatura ambiente y se agité durante 5 h. La mezcla de reaccién se concentré y el residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de silice, 2:1 de hexanos/EtOAc) para dar una mezcla de éter 68 y el subproducto de
hidrazina (630 mg) que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Preparacion de terc-butil 3-[4-(4-aminobutil)naftalen-1-iloxi]propilcarbamato (69)

Una suspension de la mezcla 68 (630 mg) y Pd al 10 %/C (300 mg) en MeOH (25 ml) se sometié a condiciones de
hidrogenacion (1 atm) durante 1 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapén de
tierra de diatomeas y el tapén se lavo con MeOH. El filirado se concentré al vacio y el residuo se purificé mediante
cromatografia en columna (gel de silice, 80: 18 2 de CHCH/CH3OH/NH4OH) para dar el carbamato 69 (260 mg, 68 %
en dos etapas) como un blanco sélido: RMN "H (300 MHz, CDs0OD) & 8,28 (dd, J = 8,4, 1,2 Hz, 1H), 7,98 (d, J = 8,1
Hz, 1H), 7,565-7,42 (m, 2H), 7,22 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,15 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,32-3,30 (m
2H), 3,05 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,90 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,11-2,3 (m, 2H), 1,79-1,68 (m, 4H), 1,42 (s, 9H).

Preparacion de terc-butil 3-{4-[4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidina)butil]naftalen-1-
iloxi}propilcarbamato (70)

A una solucién de terc-butil 3-[4-(4-aminobutil)naftalen-1-iloxi]propilcarbamato (69, 350 mg, 0,94 mmol) y metil 3,5-
diamino-6-cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato (10, 600 mg, 1,41 mmol) en EtOH (20 ml) se le ahadi6é
diisopropiletilamina (1,6 ml, 5,2 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calenté a 70 °C en un tubo
sellado durante 7 h, se enfri6 a temperatura ambiente y se concentré hasta sequedad. El residuo se disolvié en
CHCI3 (300 ml) y se lavé con una solucion saturada de NaHCO3; (2 x 200 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO., se filtro, y se concentrd. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna (gel de S|I|ce 90:9:1 de
CHCI3/CH30H/NH,OH) para dar el carbamato 70 (350 mg, 64 %) como un sélido amarillo claro: RMN "H (300 MHz,
CDs0OD) & 8,27 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,50 (td, J = 6,6, 1,2 Hz, 1H), 7,42 (id, J = 6,6, 1,2
Hz, 1H), 7,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 7 8 Hz, 1H), 4,17 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,66-3,54 (m, 2H), 3,16-3,5 (m,
4H), 2,12-2,3 (m, 2H), 1,84-1,76 (m, 4H), 1,41 (s, 9H).

Preparacion de 3,5-diamino-N-(N-{4-[4-(3-aminopropoxi)naftalen-1-il]butil}carbamimidoil)-6-cloropirazin-2-
carboxamida (71)

A una solucién de carbamato 70 (350 mg, 0,6 mmol) en CHCl» (35 ml) se le afiadi6 gota a gota acido trifluoroacético
(2,0 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 3 h. La mezcla de reaccién se concentro al
vacio y se destil6 azeotropicamente con MeOH (2 x 100 ml). El residuo se disolvid en agua y la solucion se
neutralizd6 con una solucion saturada de NaHCO; que dio lugar a la precipitacion de la carboxamida 71. El
compuesto 71 se recogié por filtracion y se purificé por cromatografia en columna (gel de S|I|ce 80:18:2 de
CHCI3/CH30H/NH,OH) para dar la amina 71 (185 mg, 64 %) en forma de un solido blanco: RMN 'H (300 MHz,
CDs0D) 6 8,23 (dd, J = 8,1, 0,6 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,50 (td, J = 6,9, 1,5 Hz, 1H), 7,41 (id, J = 6,9, 1,2
Hz, 1H), 7,22 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,20 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,25 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,05 (t, J =
6,9 Hz, 2H), 2,97 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,14-2,5 (m, 2H), 1,89-1,69 (m, 4H).

Preparacion de la sal del acido 3,5-diamino-N-(N-{4-[4-(3-aminopropoxi)naftalen-1-il]butil}carbamimidoil)-6-
cloropirazin-2-carboxamida metanosulfénico (72)
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A una solucion de la carboxamida 71 (120 mg, 0,247 mmol) en EtOH (10 ml) se le afiadié acido metanosulfénico (48
mg, 0,495 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 15 min. El disolvente se retir6 al
vacio. El residuo se disolvio en agua (10 ml) y se liofilizé para dar la sal del acido metanosulfénico 72 (160 mg, 95 %)
como un solido amarillo: RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & 10,44 (s, 1H), 9,15 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,72 (s ancho, 1H),
8,22 (dd, J= 8,1, 0,9, Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,80 (s ancho, 4H), 7,61-7,49 (m, 3H), 7,42 (s, 2H), 7,28 (d, J
=7,8 Hz, 1H), 6,89 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,22 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,35-3,33 (m, 2H), 3,17-2,99 (m, 4H), 2,32 (s, 6H),
2,20-2,10 (m, 2H), 1,68 (s ancho, 4H); ESI-MS n/z 485 [C23H29CINgO + HJ".
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Preparacion del compuesto (74)

A una solucién de la amina 71 (60 mg, 0,12 mmol) y reactivo de Goodman 73 (100 mg, 0,19 mmol) en MeOH (10 ml)
se le afiadi6 diisopropiletilamina (0,2 ml, 1,0 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante
6 h y a continuacién se concentré. El residuo se disolvié en CHCI3; (100 ml) y se lavd con una solucidn saturada de
NaHCO3 (2 x 100 ml). La capa organica se seco sobre MgSOs., se filtrd, y se concentrd. El residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de S|I|ce 90:9:1 de CHCI3/CH30H/NH4OH) para dar el compuesto 74 (82 mg, 92 %)
como un sdlido amarillo claro: RMN "H (300 MHz, CDs0OD) & 8,26 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,48 (td, J= 6,6, 1,2 Hz, 1H), 7,41 (td, J = 6,9, 1,2 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,19 (t,
J =57 Hz, 2H), 3,65 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,25 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,01 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,22-2,14 (m, 2H), 1,82-1,65
(m, 4H), 1,41 (s, 9H), 1,42 (s, 9H).

Preparacion del compuesto (75)

A una solucién del compuesto 74 (130 mg, 0,18 mmol) en CHCl; (20 ml) se le afadi6 gota a gota acido
trifluoroacético (2,5 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 6 h y el disolvente se retird
al vacio. El residuo se disolvio en agua (10 ml) y la solucién se basificé a pH 10 con NaOH 2 N que dio lugar a la
precipitacion del compuesto 75 en bruto. El compuesto 75 se recogid por filtracion y se purificd por cromatografia en
columna (gel de S|I|ce 6:3:1 de CHCI3/CH30OH/NH4OH) para dar el compuesto 75 (48 mg, 51 %) como un solido
amarillo claro: RMN "H (300 MHz, CD;0D) & 8,27 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,53 (td, J= 6,9,
1,5 Hz, 1H), 7,45 (td, J = 6,9, 1,2 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,24 (t, J = 6,0 Hz, 2H),
3,51 (t, J= 6,9 Hz, 2H), 3,35-3,33 (m, 2H), 3,08 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,24-2,19 (m, 2H), 1,84-1,80 (m, 4H).

Preparacion de sal del acido metanosulfénico (76)

A una solucion del compuesto 75 (48 mg, 0,09 mmol) en EtOH (5 ml) se le ahadié CH3SO3H (17,5 mg, 0,18 mmol) a
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temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 15 min. El disolvente se retir6 al vacio. El residuo se
disolvié en agua (5 ml) y se liofilizé para dar la sal metanosulfénica 76 (60 mg, 90 %) como un sélido amarillo: p.f.
85-87 °C; RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 5 10,44 (s, 1H), 9,15 (s, 1H), 8,86 (s ancho, 1H), 8,70 (s ancho, 1H), 8,24
(dd, J= 8,1, 1,5 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,66-7,42 (m, 6H), 7,42 (s ancho 2H), 7,28 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 7,10

5 (s, 1H), 6,90 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 4,18 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,43-3,33 (m, 4H), 3,01 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,33 (s, 9H), 2,11-
2,6 (m, 2H), 1,68 (s ancho, 4H); ESI-MS m/z 528 [C24H31CIN1c0O2 + HJ".
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OTBS oOTBS
Z H,N

CbzHN 27 % en dos etapas
29 77

Cl N.
I’| N" "SCH, | DIPEA, EtOH

S 70°C,3 h
BN NONH, I 50%

78
HCl, EtOH
53%
OH
N
¢ X~ NN
SO R
-~
H,N” "N~ "NH,
79

10
Preparacion de 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-ilJbutan-1-amina (77)

Una suspension del compuesto 29 en bruto (900 mg) y Pd al 10 %/C (400 mg) en MeOH (50 ml) se sometio a
15 condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtro a través

de un tapon de tierra de diatomeas y el tapdn se lavé con MeOH. El filirado se concentro al vacio y el residuo se

purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, 80:18:2 de CHCI3/CH30H/NH4OH) para dar la amina 77

(405 mg, 27 % en dos etapas) como un sélido blanco: RMN H (300 MHz, CDCls) 6 7,62 (t, J = 8,9, 2H), 7,52 (s

ancho, 1H), 7,26 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,04 (dd, J = 8,8, 2,5 Hz, 1H), 3,03-2,37 (s ancho,
20 1H), 2,74 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 1,78-1,65 (m, 2H), 1,58-1,47 (m, 2H), 1,01 (s, 9H), 0,23 (s, 6H).

Preparacion de 3,5-diamino-N-(N-{4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-il]butil}carbamimidoil)-6-
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cloropirazin-2-carboxamida (78)

A una solucién de la amina 77 (337 mg, 1,02 mmol) y metil 3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato
(10, 596 mg, 1,53 mmol) en EtOH (20 ml) se le ahadié diisopropiletilamina (1,06 ml, 6,13 mmol) a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70 °C en un tubo sellado durante 6 h, a continuacion se enfrié a
temperatura ambiente, y se concentré hasta sequedad. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de
silice, 80:18:2 de CHCI3/CH3OH/NH4OH) para dar la carboxamida 78 (280 mg, 50 %) como un soélido amarillo claro:
RMN "H (300 MHz, CDs0D) & 7,67 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,14 (s, 1H), 7,03 (dd, J = 9,2, 1,7 Hz, 1H), 3,30 (m, 2H), 2,81 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,95-1,62 (m, 4H), 1,03 (s, 9H),
0,24 (s, 6H).

Preparacion de 3,5-diamino-6-cloro-N-{N-[4-(6-hidroxinaftalen-2-il)butiljJcarbamimidoil}pirazin-2-carboxamida
(79)

A una solucién de la carboxamida 78 (24 mg, 0,05 mmol) en etanol absoluto (5 ml) se le afiadié gota a gota HCI 1 N
(2 ml) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 12 h. La mezcla de reacciéon se neutralizé con una
solucion saturada de NaHCO3 y precipité el compuesto 79. EI compuesto 79 se recogio por filtracion y se lavé con
agua (2 x 10 ml) y hexanos (2 x 10 ml) para dar 3,5-diamino-6-cloro-N-{N-[4-(6-hidroxinaftalen-2-
il)butillcarbamimidoil}pirazin-2-carboxamida (79, 10 mg, 53 %), después de secado al aire, como un soélido amarillo
claro: RMN "H (300 MHz, CD30D) & 7,63-7,53 (m, 3H), 7,26 (dd, J = 8,3, 1,5 Hz, 1H), 7,07-6,98 (m, 2H), 3,36-3,30
(m, 2H), 2,80.
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Preparacion de (6-bromonaftalen-2-iloxi)(terc-butil)dimetilsilano (81)
Se afiadié una solucion de 6-bromonaftalen-2-ol (12,0 g, 53,7 mmol) e imidazol (6,0 g, 79,5 mmol) en DMF (12,0 ml)
a cloruro de t-butildimetilsililo (TBDMSCI) (9,0 g, 59,0 mmol) en una porcién a 0 °C. La mezcla se dej6 calentar a
10 temperatura ambiente y se agitdé durante 3 h. La mezcla de reaccion se repartié entre EtOAc (500 ml) y agua (300
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ml). La capa acuosa se separo y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml) y los extractos organicos combinados se lavaron
con salmuera (300 ml), se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se concentraron. El residuo se purifico por
cromatografia en columna (gel de silice, hexanos) para dar (6-bromonaftalen-2-iloxi) (terc-butil)dimetilsilano (81, 18,0
g, 98 %) como un solido blanco: RMN H (300 MHz, CDCl3) 6 7,91 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,56
(d, J=8,7 Hz, 1H), 7,48 (dd, J= 8,7, 1,8 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,09 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 1,01 (s, 9H),
0,24 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-il]but-3-inilcarbamato (83)

Una solucién de (6-bromonaftalen-2-iloxi) (terc-butil)dimetilsilano (81, 16,1 g, 47,7 mmol), bencil but-3-inilcarbamato
(82, 9,0 g, 47,7 mmol) y trietilamina (95 ml) en THF anhidro (100 ml) se enfrié a -78 °C y se desgasifico con argon.
La mezcla se calentd a temperatura ambiente y se afiadio rapidamente diclorobis(trifenilfosfina) de paladio (l1) (3,3 g,
4,8 mmol) y Cul (1,8 g, 9,6 mmol) en una porcion en atmdsfera de argon. La mezcla se calenté a 50 °C durante 12 h.
La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapon de tierra de diatomeas vy el filtrado se concentré. El residuo se
purifico por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1 de hexanos/EtOAc) para dar el carbamato 83 (8,5 g, 38 %)
como un aceite de color marrén espeso: RMN H (300 MHz, CDCl3) 6 7,83 (s, 1H), 7,65 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,60 (d, J
= 8,7 Hz, 1H), 7,39-7,29 (m, 6H), 7,13 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,07 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 5,17 (s ancho, 1H), 5,13 (s,
2H), 3,46 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 1,01 (s, 9H), 0,25 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-(6-hidroxinaftalen-2-il) but-3-inilcarbamato (84)

A una solucion de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-ilJbut-3-inilcarbamato (83, 2,5 g, 5,44 mmol) en THF
anhidro (25 ml) a 0 °C se le afiadi6 gota a gota fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THF, 6,0 ml) y la mezcla se agité
durante 2 h a temperatura ambiente. La solucion resultante se concentré al vacio y el residuo se purificé por
cromatografia en columna (%;el de silice, 95:5 de CH.Cl,/MeOH) para dar el carbamato 84 (2,0 g, 50 %) como un
solido amarillo palido: RMN 'H (300 MHz, CDCIs) 6 7,82 (s, 1H), 7,67 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
7,37-7,29 (m, 6H), 7,11-7,8 (m, 2H), 5,30 (s, 2H), 5,14 (s, 2H), 3,48 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 2,68 (t, J = 6,6 Hz, 2H).

Preparacion de terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (66)

A una soluciéon de 3-aminopropanol (55, 5,0 g, 67 mmol) en dioxano/NaOH 2 N (1:1, 100 ml) se le afiadi6 una
solucioén de di-terc-butil dicarbonato (17,0 g, 80 mmol) en dioxano (10 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccién se calent6 a
temperatura ambiente y se agité durante 1 h. La mezcla se acidifico primero hasta pH 1 con HCI concentrado y a
continuacion se neutralizé a pH 7 con NaOH 2 N. A continuacion, la mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron sobre MgSO. y se concentraron. El residuo se purificd por cromatografia
en columna (gel de silice, 3:1 de hexanos/EtOAc) para dar terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (86, 11,7 g, 99 %)
como un aceite de color amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 6 4,80 (s, 1H), 3,66 (q, J = 5,7 Hz, 2H), 3,33 (q, J
= 6,3 Hz, 2H), 2,97 (s ancho, 1H), 1,71-1,63 (m, 2H), 1,45 (s, 9H).

Preparacion del carbamato protegido con Boc (87)

Se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (557 mg, 2,75 mmol) gota a gota a una solucién de 4-(6-hidroxinaftalen-2-
il) but-3-inilcarbamato (84, 638 mg, 1,83 mmol), terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (86, 355 mg, 2,01 mmol) y
trifenilfosfina (980 mg, 3,70 mmol) en THF anhidro (20 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calentd a temperatura
ambiente y se agité durante 12 h. La mezcla de reaccién se concentro y el residuo se purifico por cromatografia en
columna (gel de silice, 2:1 de hexanos/EtOAc) para dar una mezcla de éter 87 y el subproducto de hidrazina (4,0 g)
que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Preparacion de terc-butil 3-[6-(4-aminobutil)naftalen-2-iloxi]propilcarbamato (88)

Una suspension de 87 (4,0 g) y Pd al 10 %/C (500 mg) en MeOH/EtOAc (4:1, 350 ml) se sometié a condiciones de
hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapdn de
tierra de diatomeas y el tapén se lavo con MeOH. El filirado se concentré al vacio y el residuo se purificé mediante
cromatografia en columna (gel de silice, 90:9:1 de CHCI/CH3OH/NH4OH) para dar el carbamato 88 (437 mg, 64 %
en dos etapas) como un blanco sélido: RMN H (300 MHz, CD30D) & 7,70 (dd, J = 9,0 Hz, 2H), 7,59 (s, 1H), 7,34-
7,31 (m, 1H), 7,21 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 4,13 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,30 (t, J = 6,3 Hz, 2H),
2,91-2,80 (m, 4H), 2,03-1,99 (m, 2H), 1,90-1,60 (m, 4H), 1,46 (s, 9H).

Preparacion de terc-butil  3-(6-{4-[3-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)guanidino]butil}naftalen-2-
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iloxi)propilcarbamato (89)

A una solucién del carbamato 88 (500 mg, 1,34 mmol) y metil 3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato
(10, 790 mg, 2,01 mmol) en EtOH (30 ml) se le afadié DIPEA (1,75 ml, 9,39 mmol) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccién se calenté a 70 °C en un tubo sellado durante 2 h, a continuaciéon se enfrié a temperatura
ambiente, y se concentro al vacio. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna (gel de S|I|ce 90:9:1 de
CHCI3/CH30H/NH,OH) para dar el carbamato 89 (660 mg, 84 %) como un solido amarillo: RMN 'H (300 MHz,
CDs;0OD) & 7,65 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,56 (s, 1H), 7,31 (dd, J = 8,4, 1,5 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,08 (dd, J =
8,7, 2,4 Hz, 1H), 4,10 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,81 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,01-1,97 (m, 2H), 1,83-1,60 (m, 4H), 1,43 (s, 9H).

Preparacion de 3,5-diamino-N-(N-{4-[6-(3-aminopropoxi)naftalen-2-il]butil}carbamimidoil-6-cloropirazin-2-
carboxamida (90)

A una solucién del compuesto 89 (725 mg, 1,24 mmol) en CHCl; (45 ml) se le afadi6 gota a gota acido
trifluoroacético (6,0 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 4 h y el disolvente se retird
al vacio. El residuo se disolvié en agua (10 ml) y la solucién se basificé a pH 7 con una soluciéon saturada de
NaHCO3; que dio lugar a la precipitacion del compuesto 20 en bruto. Este compuesto se filtr6 y se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, 80 18:2 de CHCI3/CH30H/NH4OH) para dar el compuesto 90 (289 mg,
48 %) como un solido amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CDs0D) & 7,65 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,56 (s, 1H), 7,31 (dd, J
=8,4,1,5Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,08 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 4,10 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,81 (t, J = 6,6 Hz,
2H), 2,01-1,97 (m, 2H), 1,83 -1,60 (m, 4H).

Preparacion de la sal de 3,5-diamino-N-(N-{4-[6-(3-aminopropoxi)naftalen-Z-il]butil}carbamimidoil-6-
cloropirazin-2-carboxamida metanosulfonato (91)

A una solucion de 3,5-diamino-N-(N-{4-[6-(3-aminopropoxi)naftalen-2-il]butil}carbamimidoil-6-cloropirazin-2-
carboxamida (20, 30 mg, 0,062 mmol) en EtOH (5 ml) se le afadié acido metanosulfonico (12,5 mg, 0,13 mmol) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitdé durante 15 min. La solucion se concentré y el residuo se
destilé azeotrépicamente con MeOH. El residuo se disolvié en HZO/MeOH (8:2, 10 ml) y se licfilizé para dar la sal de
metanosulfonato 91 (33 mg, 79 %) como un sdlido amarillo: RMN "H (300 MHz, DMSO-dg) & 10,4 (s, 1H), 9,13 (s,
1H), 8,85 (s ancho, 1H), 8,74 (s ancho, 1H), 7,76-7,71 (m, 5H), 7,62 (s, 1H), 7,50-7,33 (m, 3H), 7,26 (s, 1H), 7,13
(dd, J = 8,8, 2,2 Hz, 1H), 4,15 (t, J = 6,0 Hz, 5H), 3,32-3,04 (m, 2H), 3,01-2,97 (m, 2H), 2,77-2,72 (m, 2H), 2,38 (s,
11H), 2,10-2,01 (m, 2H), 1,74-1,59 (m, 4H); ESI-MS m/z 485 [C23H29CINgO2 + HJ".

44



ES 2485642 T3

Esquema 15

NH. 0 NH
0 2 92% 9 2
90
TFA
CH,Cly, 1t
51%
S S
HzN\n,NH O HzNTrNH @
NH NH
MeSO;H
P e L
HN? “NH EtOH HNZ “NH
o}

*2CH;SO:H o 00%
HN AN HN SN

| |
N"\"‘l)\Cl. Nk‘I/J\Cl

2

94

NH,

93

Preparacion de la Boc-urea 92

A una solucién de la amina 90 (300 mg, 0,62 mmol) y reactivo de Goodman (392 mg, 1,00 mmol) en MeOH (60 ml)

se le anadio DIPEA (0,45 ml, 2,5 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité durante 7 hy a
10 continuacion se concentrd. El residuo se disolvié en CHCI3 (200 ml) y se lavé con una solucion saturada de NaHCO3

(2 x 100 ml). La capa organica se secO sobre MgSO,, se filtro, y se concentré. El residuo se purificé por

cromatografia en columna (gel de silice, 90:9:1 de CHCIl3/CH3OH/NH4OH) para dar la Boc-urea 92 (280 mg, 62 %)

como un sélido amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CD30OD) 67,67 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 7,57 (s, 1H), 7,31 (d, J = 8,1 Hz,

1H), 7,19 (s, 2H), 4,18 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,62 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,82 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,12 (t, J = 5,7 Hz, 2H),
15 1,85-1,70 (m, 4H), 1,54 (s, 9H), 1,45 (s, 9H).

Preparacion de la urea 93
A una soluciéon de la Boc-urea 92 (280 mg, 0,39 mmol) en CHCl; (30 ml) se le afiadid gota a gota acido
20 trifluoroacético (6,0 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 4 h y el disolvente se retird

al vacio. El residuo se disolvio en agua (10 ml) y la solucién se basificé a pH 10 con NaOH 2 N que dio lugar a la
precipitacion del compuesto 23 en bruto. Este compuesto se filtré y se purificd por cromatografia en columna (gel de
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silice, 6:3:1 de CHCI3/CH3OH/NH4OH) para dar la urea 93 (99 mg, 49 %) como un solido amarillo claro: RMN "H (300
MHz, CDsOD) & 7,66 (dd, J = 4,5, 8,1 Hz, 2H), 7,57 (s, 1H), 7,32 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,20 (s, 1H), 7,10 (dd, J = 2,4,
8,7 Hz, 1H), 4,17 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,43 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,82 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,16-2,8 (m, 2H), 1,84-1,70 (m,
4H).

Preparacion de la sal de metanosulfonato 94

A una solucién del compuesto 93 (99 mg, 0,19 mmol) en EtOH (6 ml) se le afiadié CH3SO3H (36 mg, 0,40 mmol) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 15 min. El disolvente se retiré al vacio. El residuo se
disolvié en agua (5 ml) y se liofilizé para dar la sal de metanosulfonato 94 (115 mg, 85 %) como un soélido amarillo:
RMN "H (300 MHz, DMSO-dg) & 10,42 (s, 1H), 9,12 (s ancho, 1H), 8,85 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 7,76-6,90 (m, 16H),
4,10 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,31 (d, J = 5,4 Hz, 4H), 2,74-2,71 (m, 2H), 2,30 (s, 6H), 2,07-1,96 (m, 2H), 1,71-1,59 (m,
4H); ESI-MS m/z 527 [C24H31C|N1002 + H]+.
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Esquema 16 (continuacion)
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Preparacion de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-iljbutan-1-amina (95)

Una suspension de 83 (8,0 g, 17,41 mmol) y Pd al 10 %/C (3,6 g) en MeOH (240 ml) se someti6é a condiciones de
hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapén de
10 tierra de diatomeas y el tapén se lavé con MeOH. El filtrado se concentré al vacio y el residuo se purificé por
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cromatografia en columna (gel de silice, 90:9:1 de CHCI3/CH3OH/NH4OH) para dar la amina 95 (3,2 g, 56 %) como
un solido de color amarillo: RMN "H (300 MHz, CDs0D) & 7,64 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,30 (d,

=1,5Hz, 1H), 7,15 (s, 1H), 7,03 (dd, J = 8,9 Hz, 2,3 Hz, 1H), 2,76 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,79-
1,69 (m, 2H), 1,59-1,49 (m, 2H), 1,04 (s, 9H), 0,25 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-[6-(terc-butildimetilsililoxi)naftalen-2-iljcarbamato (96)

A una solucién de la amina 95 (3,2 g, 9,7 mmol) en CH2Cl./NaHCO3; acuoso saturado (1:1, 135 ml) se le ahadi6é
cloroformiato de bencilo (2,1 ml) gota a gota a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 2 h.
La mezcla se concentrd, el residuo se disolvio en EtOAc (500 ml), y la solucién se lavé con agua (300 ml) y salmuera
(300 ml). La capa organica se sec6 sobre Na;SO,, se filtrd, y se concentrd. El residuo se purificé por cromatografia
en columna (gel de silice, 4:1 de hexanos/EtOAc) para dar el carbamato 96 (4,0 g, 89 %) como un sdlido amarillo
claro: RMN "H (300 MHz, CD30D) & 7,64 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,37-7,26 (m, 6H), 7,15 (s,
1H), 7,03 (dd, J = 8,9 Hz, 2,3 Hz, 1H), 5,10 (s, 1H), 2,77 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,79-1,69 (m,
), 1,59-1,49 (m, 2H), 1,04 (s, 9H), 0,25 (s, 6H).

Preparacion de bencil 4-[6-(hidroxinaftalen-2-il)]carbamato (97)

A una soluciéon del carbamato 96 (4,0 g, 6,47 mmol) en THF (30 ml) se le afadi6 gota a gota fluoruro de
tetrabutilamonio (1 M en THF, 7,2 ml, 7,2 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 2 h
y el disolvente se retir6 al vacio. El residuo se purific6 por cromatografia en columna (gel de silice, 7:3 de
hexanos/EtOAc) para dar el compuesto 97 (2,1 g, 70 %) como un sdlido amarillo claro: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &
7,63 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,37-7,26 (m, 5H), 7,21 (dd, J = 8,5 Hz, 1,3 Hz, 1H),
7,11 (d, J=2,1 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,05 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,10 (s, 2H), 4,75 (ancho, 1H), 3,23 (q, J =
6,5 Hz, 2H), 2,72 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,75-1,65 (m, 2H), 1,60-1,47 (m, 2H).

Preparacion del éter 98

Se afiadio azodicarboxilato de diisopropilo (2,45 g, 12,0 mmol) gota a gota a una solucion de bencil 4-(6-
hidroxinaftalen-2-il)carbamato (97, 2,1 g, 6,0 mmol), terc-butil 3-hidroxipropilcarbamato (86, 2,1 g, 12,0 mmol) y
trifenilfosfina (4,8 g, 18,0 mmol) en THF anhidro (63 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calentd a temperatura
ambiente y se agité durante 12 h. La mezcla de reaccién se concentro y el residuo se purificd por cromatografia en
columna (gel de silice, 7:3 de hexanos/EtOAc) para dar una mezcla de éter 98 y el subproducto de hidrazina (3,0 g)
que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Preparacion de la amina 29

A una soluciéon del compuesto 98 (5,5 g, 11,0 mmol) en CH.Cl; (350 ml) se le afiadi6 gota a gota acido
trifluoroacético (84 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 2 h y el disolvente se retird
al vacio. El residuo se disolvio en CHCI3 (300 ml) y se lavd con una soluciéon acuosa saturada de NaHCOs3, la capa
organica se seco sobre MgSOy, se filtrd, se concentrd al vacio, y se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, 90:9:1 de CHCI3/CH3OH/NH4OH) para dar el compuesto 99 (1,74 g, 71 % en dos etapas) como un solido
amarillo claro: RMN "H (300 MHz, CD30D) & 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,53 (s, 1H), 7,31-7,26 (m, 6H), 7,19 (s, 1H),
7,08 (dd, J = 8,7 Hz, 2,4 Hz, 1H), 5,05 (s, 2H), 4,17 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,15 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,96 (t, J = 6,9 Hz,
2H), 2,73 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,09-2,00 (m, 2H), 1,80-1,65 (m, 2H), 1,59-1,49 (m, 2H).

Preparacion de bencil 4-[6-(3-{(2S,3R)-2,3-dihidroxi-3-[(4R,5R)-5-hidroxi-2-metil-1,3-dioxan-4-
iljpropilamino}propoxi)naftalen-2-iljcarbamato (101)

Una solucién de carbamato 99 (1,74 g, 4,28 mmol), triol 100 (922 mg, 4,28 mmol) y triacetoxiborohidruro de sodio
(1,43 g, 6,42 mmol) en CH,Cl; (18 ml) se agité a temperatura ambiente durante 8 h. La mezcla de reaccion se
concentré hasta sequedad y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, 86:12, 5 1,5 de
CHaClo/CH30H/NH,OH) para dar el carbamato 101 (508 mg, 20 %) como un solido gomoso blanco: RMN 'H (300
MHz, CDsOD) 6 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,53 (s, 1H), 7,31-7,26 (m, 6H), 7,19 (s, 1H), 7,11 (dd, J = 9,0 Hz, 2,4 Hz,
1H), 5,05 (s, 2H), 4,67 (q, J = 4,9 Hz, 1H), 4,18 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 4,07-3,94 (m, 2H), 3,82-3,74 (m, 2H), 3,46 (dd, J =
9,3 Hz, 2,1 Hz, 1H), 3,37 (d, J = 10,5 Hz, 1H), 3,15 (1, J = 6,9 Hz, 2H), 3,08-2,72 (m, 6H), 2,13-2,4 (m, 2H), 1,75-1,66
(m, 2H), 1,59-1,52 (m, 2H), 1,25 (d, J = 5,1 Hz, 3H).

Preparacion de bencil 4-{6-[3-(bis{(2S,3R)-2,3-dihidroxi-3-[(4R,5R)-5-hidroxi-2-metil-1,3-dioxan-4-
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iljpropil}amino)propoxi]naftalen-2-il}carbamato (102)

Una solucion de carbamato 101 (368 mg, 0,62 mmol), triol 100 (675 mg, 3,10 mmol), cianoborohidruro de sodio (338
mg, 4,96 mmol), y HOAc (290 mg, 4,96 mmol) en MeOH (15 ml) se agité a temperatura ambiente durante 7 dias. La
mezcla de reaccion se concentré hasta sequedad; el residuo se lavd con una solucion saturada de NaHCOs3, y se
extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas se secaron sobre MgSO., se filtraron, se concentraron, y se
purificaron por cromatografia en columna (gel de silice, 80 18:2 de CH,Cl,/CH30H/NH4OH) para dar el carbamato
102 (318 mg, 65 %) como un sélido blanco gomoso: RMN "H (300 MHz, CD30D) & 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,54 (s,
1H), 7,31-7,27 (m, 6H), 7,21 (s, 1H), 7,11 (dd, J = 9,0 Hz, 2,4 Hz, 1H), 5,06 (s, 2H), 4,48 (q, J = 5,0 Hz, 2H), 4,17 (t, J
= 5,7 Hz, 2H), 3,98 (dd, J = 10,5 Hz, 5,4 Hz, 2H), 3,92-3,87 (m, 2H), 3,79-3,72 (m, 4H), 3,35 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 3,23
(t, J=10,5Hz, 2H), 3,15 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,82-2,84 (m, 2H), 2,77-2,72 (m, 4H), 2,67-2,60 (m, 2H), 2,03-1,99 (m
2H), 1,76-1,66 (m, 2H), 1,59-1,52 (m, 2H), 1,20 (d, J = 5,1 Hz, 6H).

Preparacion de (R,R,1R,1'R,2S,2'S)-3,3'-{3-[6-(4-aminobutil)naftalen-2-iloxi]propilazanodiil}bis{1-[(4R,SR)-5-
hidroxi-2-metil-1,3-dioxan-4-iljpropano-1,2-diol}(103)

Una suspension de carbamato 102 (318 mg) y Pd al 10 %/C (300 mg) en MeOH (15 ml) se someti6 a condiciones de
hidrogenacion (1 atm) durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapén de
tierra de diatomeas y el tapén se lavé con MeOH. El filirado se concentré al vacio y el residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de silice, 80:18:2 de CHCI3/CH3OH/NH4OH) para dar la amina 103 (212 mg, 80 %)
como un sélido blanco: RMN 'H (300 MHz, CDs0D) & 7,68 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,56 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,21 (s, 1H), 7,11 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,50-4,49 (m, 2H), 4,17-4,15 (m, 2H), 4,02-3,96 (m, 2H), 3,88 (s ancho, 2H),
3,79-3,78 (m, 4H), 3,36-3,35 (m, 2H), 7,22 (d, J = 10,5 Hz, 2H), 2,80-2,58 (m, 10H), 2,10-1,90 (m, 2H), 1,75-1,73 (m,
2H), 1,65-1,45 (m, 2H), 1,22-1,20 (m, 6H).

Preparacion de la carboxamida 104

A una solucién de la amina 103 (212 mg, 0,33 mmol) y metil 3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato
(10, 202 mg, 0,52 mmol) en EtOH (15 ml) se le afadié DIPEA (0,40 ml, 2,28 mmol) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccién se calenté a 70 °C en un tubo sellado durante 2 h, a continuaciéon se enfrié a temperatura
ambiente, y se concentrd al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (gel de S|I|ce 80:18:2
de CHCI3/CH3;0H/NH,OH) para dar la carboxamida 104 (120 mg, 43 %) como un sélido amarillo: RMN "H (300 MHz,
CDs0OD) 6 7,69-7,65 (m, 2H), 7,57 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,10 (dd, J = 9,0 Hz, 2,4 Hz, 1H),
4,50 (q, J = 4,8 Hz, 2H), 4,16-4,15 (m, 2H), 4,02-3,96 (m, 2H), 3,90-3,86 (m, 2H), 3,80-3,72 (m, 4H), 3,36-3,20 (m,
6H), 2,83-2,58 (m, 8H), 2,02-1,98 (m, 2H), 1,82-1,79 (m, 2H), 1,71-1,69 (m, 2H), 1,21-1,16 (m, 6H).

Preparacion de la sal de lactato carboxamida 105

A una solucién de la carboxamida 104 (120 mg, 0,14 mmol) en EtOH (5 ml) se le afiadié acido lactico (27 mg, 0,30
mmol) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 15 min. La solucion se concentrd y el
residuo se destilé azeotropicamente con MeOH. El residuo se disolvid en H20/MeOH (8:2, 10 ml) y se liofilizé para
dar la sal de lactato 105 (147 mg, > 99 %) como un solido amarillo: RMN "H (300 MHz, DMSO-dg) 7,74 (d, J = 8,1
Hz, 2H), 7,63 (s, 1H), 7,34 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,12 (dd, J = 9,0 Hz, 2,1 Hz, 1H), 5,14-5,06
(m, 1H), 4,90 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 4,60 (q, J = 5,0 Hz, 2H), 4,23-4,13 (m, 3H), 4,03-3,91 (m, 4H), 3,78-3,77 (m, 2H),
3,70-3,62 (m, 5H), 3,38-3,19 (m, 13H), 2,78-2,58 (m, 8H), 1,97-1,93 (m, 2H), 1,73-1,71 (m, 2H), 1,56-1,62 (m, 2H),
1,47 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 1,40 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 1,30 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 1,23 (d, J = 6,9 Hz, 6H), 1,17 (d, J = 5,1
HZ, 6H); ESI-MS m/z 887 [C39H57C|N8012 + Na]+.

Sintesis alternativa de N-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N'-{4-[4-(3-guanidino-propoxi)-naftalen-1-il]-
butil}-guanidina 75

1. Ester terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-naftalen-1-iloxi]-propil}-carbamico
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a. Ester terc-butilico del acido [3-(4-formil-naftalen-1-iloxi)-propil]-carbamico

A una solucion de 4-hidroxi-naftalen-1-carbaldehido (15,2 g, 58,1 mmol) en DMF (50 ml) a temperatura ambiente se
le afiadid N-Boc 3-bromo-propilamina (15,2 g, 63,9 mmol), seguido por carbonato de potasio (12 g, 87,2 mmol). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. Se afiadi6é agua a la mezcla de reaccion
y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre MgSOy,
se filtraron, y se concentraron. El residuo se recristalizd en EtOAc/hexano para dar el éster terc-butilico del acido [3-
(4-formil-naftalen-1-iloxi)-propil]-carbamico (13,8 g, 72 %) como un sélido amarillo claro.

b. Ester terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-naftalen-1-iloxi]-propil}-carbamico

A una mezcla de reactivo de Wittig bromuro de (3-azido-propil)-trifenil-fosfonio (15,35 g, 36 mmol) en THF (150 ml) a
-76 °C se le afiadié LIHMDS (solucion 0,5 M en THF, 66 ml, 66 mmol). La mezcla se agité a esta temperatura
durante 1 h. se anadio el éster terc-butilico del acido [3-(4-formil-naftalen-1-iloxi)-propil]-carbamico (10 g, 30 mmol)
en 20 ml de soluciéon de THF. La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora. A continuacién se calent6 a
temperatura ambiente durante 1 h. Se afnadié agua para interrumpir la reaccion, y se extrajo con EtOAc. La capa
organica se lavd con agua, salmuera, se secd sobre MgSOs, se filtro, y se concentré. El residuo se purificd por
cromatografia en columna para dar el éster terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-naftalen-1-iloxi]-propil}-
carbamico, 11 g, 88 % como un sdlido.

c. Reactivo de Wittig bromuro de (3-azido-propil)-trifenil-fosfonio

Phy*P—"~~B EIOH/H20 pp +p—~~-Ns
Br- NaN3 Br-

Se disolvié bromuro de (3-bromo-propil)trifenil-fosfonio en etanol/agua (1/1). A esto se le afiadié azida de sodio. La
mezcla de reaccion se calent6 hasta reflujo durante toda la noche. Los disolventes se retiraron por evaporacion. El
residuo se extrajo con etanol seco. Se filtré y se evaporo para dar el bromuro de (3-azido-propil)-trifenil-fosfonio y se
uso directamente para la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

2. N-{4-[4-(3-amino-propoxi)-naftalen-1-il]-butil}-N'-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-guanidina

NHBoc NHBoc O NH V\%)WNHBOC
CR N X
HoN N” N
N3 —— H; NN
H2N N

N”NH,

" NH,

O N
pean
HoN" N"NH,
Se hidrogend el éster terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)naftalen-1-iloxi]propil}carbamico, 3,5 g, en
etanol con Pd al 5 %/C (50 % de humedad) durante 2 h. Se separo el catalizador, y el filtrado se concentré para dar

el 2,94 g del éster terc-butilico del acido {3-[4-(4-amino-butil)-naftalen-1-iloxi]propil}carbamico. Un gramo (2,66 mmol)
de la amina libre se agitd con 1-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-2-metil-isotiourea (1,55 g, 3,99 mmol) en
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etanol seco (25 ml). Se afiadié diisopropiletilamina (1,39 ml, 7,98 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 45 °C
durante toda la noche. Se afiadi6 etanol y la reaccion se filtr6. Después de la concentracion del filtrado, el residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida (MeOH al 0-10 %/CHCl,) para dar 0,92 g del éster ferc-butilico del acido [3-
(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-guanidino]-butil}-naftalen-1-iloxi)-propil]-carbamico. El éster terc-
butilico del acido [3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-guanidino]-butil}-naftalen-1-iloxi)-propil]-
carbamico (2,7 g) se agité con HCl 4 M en p-dioxano durante 1 hora a temperatura ambiente. Los disolventes se
retiraron al vacio. Una pequefia cantidad del producto se purificd por cromatografia ultrarrapida para dar el 7 GS-
426675 N-{4-[4-(3-amino-propoxi)naftalen-1-il]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)guanidina como sal de
HCI.

3. N-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N'-{4-[4-(3-guanidino-propoxi)-naftalen-1-il]-butil}-guanidina 75

H

NH O~ NH iH O\NNTNHBOC

cl «f\NJLN CII N NBoc
H H H H

HZNIN NH, HaN" “N” "NH,

H
N NH,
O NH Y

cl NJLN NH
H H
HoN NH;

75

La sal de HCI de N-{4-[4-(3-amino-propoxi)naftalen-1-il]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)guanidina
procedente de la reaccion se agitd con reactivo de Goodman [éster ferc-butilico del acido (terc-butoxicarbonilamino-
trifluorometano sulfonilimino-metil)-carbamico] en metanol. Se afadié diisopropiletilamina (1,18 ml) y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. Los disolventes se retiraron al vacio y el residuo se
purificd por cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-10 % (MeOH/NH4OH = 9/1)/CH.Cl,) para dar 2,7 g de 8, que
se disolvieron en 30 ml de metanol y se trataron con 300 ml de HCI 4 M en p-dioxano a temperatura ambiente
durante 4 horas para dar 9, N-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N'-{4-[4-(3-guanidino-propoxi)-naftalen-1-il]-
butil}-guanidina, como un producto en bruto. Se retiraron 200 ml aproximadamente de los disolventes mediante
presién reducida, a continuacion se enfria a temperatura ambiente, y deja que el producto precipite. Se filtrd para
recoger el producto, y el producto se sometié adicionalmente a reflujo con EtOH seco, y se enfrié a temperatura
ambiente. Se filtré para dar el 2,08 g de 75 como una sal de HCI (sélido amarillo).
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Esquema 17

OO

NH
105 2
NH O
DIPEA, 70 °C MGSJLHJINICI
36% H;N” "N” TNH,
o
‘——--—-—-—-—-
NH
N Ng €l
NN >
H B ||
106 HN~ N NH

Acido L-(+)-lactico
EtOH

107 C:)H

Preparacion de (1R,2S)-3-{3-[6-(4-aminobutil)naftalen-2-iloxi]propilamino}-[1-[(4R,5R)-5-hidroxi-2-metil-1,3-
dioxan-4-ilJpropano-1,2-diol}(105)

Una suspension de 101 (76 mg) y Pd al 10 %/C (76 mg) en MeOH (5 ml) se sometié a condiciones de hidrogenacién
(1 atm) durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se filtré6 a través de un tapdn de tierra de
diatomeas y el tapdn se lavé con MeOH. El filtrado se concentré al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en
columna (gel de silice, 80:18:2 de CHCI3/CH30H/NH,OH) para dar la amina 105 (46 mg, 80°70) como un sélido
blanco: RMN "H (300 MHz, CDs0OD) & 7,65 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,53 (s, 1H), 7,28 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,18 (s, 1H),
7,10 (dd, J = 8,7 Hz, 1,8 Hz, 1H), 4,66 (q, J = 4,8 Hz, 1H), 4,14 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 4,06 (q, J = 5,3 Hz, 1H), 3,98-3,92

15 (m, 1H), 3,83-3,74 (m, 2H), 3,45 (dd, J = 9,0 Hz, 1,5 Hz, 1H), 3,37 (d, J = 10,5 Hz, 1H), 2,93-2,66 (m, 8H), 2,08-2,00
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(m, 2H), 1,77-1,67 (m, 2H), 1,58-1,49 (m, 2H), 1,25 (d, J = 4,8 Hz, 3H).
Preparacion de la guanidina 106

A una solucién de la amina 105 (46 mg, 0,170 mmol) y metil 3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonilcarbamimidotioato
(10, 70 mg, 0,16 mmol) en EtOH (6 ml) se le afiadié DIPEA (0,13 ml, 0,7 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se calenté a 70 °C en un tubo sellado durante 2 h, a continuacién se enfrié a temperatura ambiente, y se
concentro al vacio. El residuo se purific6 por cromatografia en columna (gel de silice, 80:18:2 de
CHCI3/CH30H/NH,OH) para dar la guanidina 106 (16 mg, 24 %) como un sdlido amarillo: RMN 'H (300 MHz,
CDs0D) & 7,66 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,55 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,10 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,67-
4,66 (m, 1H), 4,16 (s, 2H), 4,08-3,97 (m, 2H), 3,82-3,77 (m, 2H), 3,64-3,58 (m, 2H), 3,46 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 3,40 (d,
J =3,3Hz, 1H), 2.5-2.9 (m, 2H), 1,82-1,70 (m, 4H), 1,25 (d, J = 4,8 Hz, 3H).

Preparacion de la sal de lactato guanidina 107

A una solucién de la guanidina 106 (16 mg, 0,024 mmol) en EtOH (5 ml) se le afiadié acido lactico (4,5 mg, 0,048
mmol) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 15 min. La solucion se concentrd y el
residuo se destilé azeotropicamente con MeOH. El residuo se disolvié en H.O/MeOH (8:2, 10 ml) y se liofilizod para
dar la sal de lactato 107 (20 mg, > 95 %) como un sélido amarillo: RMN H (300 MHz, CD3s0OD) & 7,78 (t, J = 7,8 Hz,
2H), 7,62 (s, 1H), 7,35 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,13 (dd, J = 8,8 Hz, 2,3 Hz, 1H), 7,00 (s ancho, 1H), 5,10-
5,5 (m, 1H), 4,85 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 4,63 (q, J = 5,0 Hz, 1H), 4,21-4,12 (m, 3H), 3,99-3,87 (m, 4H), 3,73 (d, J = 5,1
Hz, 1H), 3,68-3,59 (m, 2H), 3,44-3,23 (m, 4H), 3,06-3,00 (m, 4H), 2,90-2,83 (m, 1H), 2,75 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,11-2,7
(m, 2H), 1,71-1,57 (m, 4H), 1,46 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 1,37 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 1,28 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,24-1,13 (m,
10H), 0,86-0,82 (m, 1H); ESI-MS m/z 675 [C31H43CINgO7 + H]".

Preparacion de N-{4-[4-(3-amino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]-butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloro-
pirazin-2-carbonil)-guanidina (116) y N-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N'-{4-[4-(3-guanidino-propoxi)-
5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]-butil}-guanidina (118)

1. 4-hidroxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftalene-1-carbaldehido (109)

H H

108 CHO 108

Se agit6 5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-ol (108, 20 g, 135 mmol) en 100 ml de etanol, y se afiadié hidréxido de potasio
(7,57 g, 135 mmol) en forma de solucion acuosa. La mezcla se agitd durante 15 minutos y se volvié clara. Los
disolventes se retiraron y se secaron. Se afiadi6 PEG (PM 380-420, 53 ml), seguido por cloroformo (32,3 ml, 405
mmol) y tolueno (34 ml). Se introdujo una solucién acuosa de hidroxido de potasio (50 % en peso, 54,4 ml) gota a
gota con agitacion durante 15 minutos. Se prosiguié con la agitacion durante otros 30 minutos. Se afadié HCI 1 M
para acidificar la mezcla de reaccion y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron
con agua y salmuera. Las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSQ., se filtraron, se concentraron, y se
purificaron por cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-40 %/hexano) para dar 4-hidroxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-
carbaldehido (109, 4,7 g).

2. Ester terc-butilico del acido [3-(4-formil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi) propil]carbamico (111)

OH ~~_NHBoc
BocHN” >~""Br ¥ @ OHC
i1

110 109cHO
Se agitaron 4-hidroxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-carbaldehido (109, 4,6 g, 29,1 mmol), éster terc-butilico del acido
(3-bromopropil)carbamico (110, 4,6 g, 32 mmol), y carbonato de potasio (6,03 g, 43,7 mmol) en 140 ml de DMF seca
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durante toda la noche. La mezcla de reaccion se vertié en agua y se extrajo con diclorometano. La capa organica se
lavé con agua y salmuera, se seco con sulfato de magnesio, se filtrd, se concentrd y se purificd por cromatografia
ultrarrapida (EtOAc al 0-30 %/hexano) para dar el producto en bruto, que se recristalizé en EtOAc/hexano para dar
5,8 g de 111, éster terc-butilico del acido [3-(4-formil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi) propil]lcarbamico.

3. Ester terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi]propil}carbamico
(113)

O._~_NHBoc
T Qﬂ\/\ _— O _~_NHBoc

Na * oHC
Br- N3
w2 L 13

Se agité bromuro de (3-azido-propil) trifenilfosfonio (112, 11,5 g, 27 mmol) con 100 ml de THF seco a -76 °C. Se
afadié LiIHMDS (0,5 M en tolueno, 27 ml) y la mezcla se agité durante 30 minutos. Se introdujo éster ferc-butilico del
acido [3-(4-formil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi)propil]lcarbamico (111, 6 g, 18 mmol) en 12 ml de solucién de THF
seco. La mezcla de reaccion se agitdé a esta temperatura durante otros 30 minutos, y se calentd lentamente a
temperatura ambiente. La mezcla se vertié en agua y se extrajo dos veces con acetato de etilo. Las capas organicas
combinadas se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron, se concentraron, y
se purificaron por cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-25 %/hexano) para dar 3,5 g de 113, éster terc-butilico del
acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxilpropil}carbamico.

4, N-{4-[4-(3-amino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]butil]-N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-
carbonil)guanidina (116)

"~ NHBoc
~_NHBoc N\ NHBoc Njﬂ"N
N3 HN NI H H
H; NHz
w o s

El éster terc-butilico del acido {3-[4-(4-azido-but-1-enil)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi]propil}carbamico 113, 3,5 g,
se hidrogend en etanol con Pd al 5 %/C (50 % de humedad) durante 2 h. Se separ6 el catalizador, y el filtrado se
concentro para dar el 2,94 g de 114, éster terc-butilico del acido {3-[4-(4-amino-butil)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-
iloxi]propil}carbamico.

Un gramo (2,66 mmol) de la amina libre 114 se agité con 1-(3,5-diamino-6-cloropirazin-2-carbonil)-2-metil-isotiourea
(1,55 g, 3,99 mmol) en etanol seco (25 ml). Se anadi6 diisopropiletilamina (1,39 ml, 7,98 mmol) y la mezcla de
reaccion se calentd a 45 °C durante toda la noche. Se afiadié etanol y la reaccion se filtrd. Después de la
concentracion del filtrado, el residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida (MeOH al 0-10 %/CHzCl;) para dar el
0,92 g de 115, éster terc-butilico del acido [3-(4-{4-[N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-guanidino]-butil}-
5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-iloxi)-propil]-carbamico.

Se agito N-{4-[4-(3-amino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]butil}-N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-
carbonil)guanidina con HCI 4 M en p-dioxano durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los disolventes se
retiraron al vacio, y el producto se purificé por columna de amina (0-40 % de MeOH/CH,CI;) para dar 116, N-{4-[4-
(3-amino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]-butil}-N'-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-guanidina, ~ como
una sal de HCI.

5. N-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-carbonil)-N'-{4-[4-(3-guanidino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-il]-
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butil}-guanidina GS-429269 (11)

H
N.__NHBoc
NH A o jf\“ ~T I
cuIN NN — INILN N Boc
H H
H H
HaN" N “NH, 16 HN" "N "NH, u7
H
j\” \/\/N\I/NHZ
CIINI-?\N N NH;
H H
HN” NT NH, usg

5 La sal de HCI de N-{4-[4-(3-amino-propoxi)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-1-ilbutil}-N’-(3,5-diamino-6-cloro-pirazin-2-
carbonil)guanidina 116 (0,81 g, 1,37 mmol) se agit6 con el reactivo de Goodman [éster terc-butilico del acido (terc-
butoxicarbonilamino-trifluorometano sulfonilimino-metil)-carbamico] en metanol. Se afadié diisopropiletilamina (1,18
ml) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. Los disolventes se retiraron al
vacio y el residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (0-10 % de MeOH/CH2Cl,) para dar el 820 mg de

10 117, que se traté con HCI 4 M en p-dioxano a temperatura ambiente durante 1 hora a dar 118, como un producto en
bruto. La purificacion por cromatografia ultrrapida (0-40 % (MeOH/NH,O 3/1)/CH.Cl,), seguido de purificacién
adicional en una columna de amina (0-30 % de MeOH/CH.CI;) dio la base libre, que se disolvié en etanol y se
afadieron unas pocas gotas de HCI 1 M acuoso. La solucion transparente se filtrd y se liofilizé para dar el producto
final como un sélido amarillo.

15
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (l1)
L
CI<__N Al
S NN
| H H
-
H,N N NH,

formula Il

en la que A'esta representada por la férmula:

Q Q Q
N Xa \( S Xq
Q / P Q Q / = Q
\Q Q/ o \Q Q/
y en la que
cada Q es, independientemente, C-H, C-R5, 0 C-R6, con la condicién de que al menos un Q sea C-R5;

cada R® es, independientemente, OH, -(CH2),-NR'’-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,OR®?,  -O-(CH2)m-NR'-
CHz(CHOR®)(CHOR®),CH20R?®, Link-(CH2)a-CAP, Link-(CHz)a-(Z)g-CAP, 0 Link-(CH2)n(Z)g-(CHz)m-CAP;

cada R® es, independientemente, R®, -R’, -OR"", -N(R")2, -(CH2)m-OR?®, -O-(CH2)m-OR®, -(CH2)n-NR'R'®, -O-(CHz)m-
NR'R™,  -(CH2)n(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R?,  -O-(CHa)m(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®?,  «(CH,CH20)n-R®,  -O-
(CH2CH20)-R®, -(CHZCHzo;m-CHZCHZNR7R1°, -O-(CH2CH20)-CH2CHoNR'R™, -(CH2)0-C(=0),R'R", -O-(CH2)-
C(=0).R'R", ~(CHa)(2)R’, -O-(CH2)m-(Z)¢-R’, -(CH2)n-NR'’-CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH,0R®, -O-(CH2)m-NR'-
CH,(CHOR®)(CHOR®),-CH;0R?®, -(CHa),-CO2R’, -O~(CHz)m-CO2R’, -OSO3H, -O-glucuronido, -O-glucosa,

R’ 7

O 0 R
—O0-CH, R7 0 —(CH2)n1%R7 .
o) > 4 ;

en la que cuando dos R® son -OR" y estan localizados adyacentes entre si sobre el carbociclo aromatico o el
heterociclo aromatico, los dos OR™" pueden formar un grupo metilenodioxi;

cada R’ es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C1-Cy), fenilo, o fenilo sustituido;

cada R® es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C+-Cy), -C(=O)-R11, glucuronido, 2-tetrahidropiranilo, o
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0oL or"

OCOR!!

11
_O OCOR
OCOR!!

cada R913es, independientemente, -CO2R’, -CON(R)2, -SO,CHs, -C(=0)R’, -CO,R™®, -CON(R™),, -SO,CH.R", o -
C(=O)R";

cada R'® es, independientemente, -H, -SO,CHs, -CO2R’, -C(=0),R'R?, -C(=0)R’, 0 -CH2-(CHOH),-CH,0H;
cada Z es, independientemente, -(CHOH)-, -C(=0)-, (CHNR'R")-, -(C=NR'%)-, -NR"’-, -(CHy)n-, (CHNR"*R™)-, -
—NpR13 13,
(C=NR™)-, 0 -NR™-;
10
cada R"" es, independientemente, hidrégeno, alquilo (C-C7), fenilalquilo (C1-C-) o fenilalquilo (C1-C-) sustituido;

cada R"™ es, independientemente, R7, R1°, -(CHz)m-NR7R1°,

15 -(CH2)m- NR'R’, -(CH2)m-NR"'R", ~(CHo)m-(NR''R'R")", -(CH2)m-(CHOR®)m-(CH2)mNR''R"", -(CH2)m-(CHOR®)m-
(CH2)mNR'R'®, -(CH2)m-NR'R®, -(CH2)m~-(CHOR®)m-(CH2)m-(NR''R"'R™)*, -(CH2)m-(CHOR®)m-(CH2)mNR'R’,

-(CHz)n@N_V ,  -(CHy7T—N NR'!
-(CHz),O V s -(CHymz—N NRT

«(CH,);—N N—V

) C

(JC

20

con la condicién de que en el resto -NR13R13, los dos R"® junto con el nitrégeno al cual estan unidos puedan formar,
opcionalmente, un anillo seleccionado entre:
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)

NR‘H , — N' NR?

) C

N N ———(CH2)m(CHOR)*»-(CH),R™ ,

) C

—N N ——(CH,)m(CHOR)® ,(CH,),R"" >

) (

N N —(CH,)m(CHOR)®,,-(CH,),NRT'R'";

.

cada V es, independientemente, -(CHz)n-NR'R', -(CH%)m-NR7R7, «(CH2)m=(NR"'R"R""Y", -(CHz)n-(CHORa)m-
(CH2)mNR'R'®, -(CH2)n-NR™R"® -(CH2)n-(CHOR®)-(CH2)mNR'R’, -(CH2)n-(CHOR®)m-(CH2)m~(NR"'R"'R™)*

con la condicién de que cuando V esté unido directamente a un atomo de nitrégeno, entonces V también puede ser,
10 independientemente, R7, Rm, o (R”)z;

cada Link es, independientemente, -O-, -(CHz)a-, -O(CHz)m-, -NR"*-C(=0)-NR™-, -NR"-C(=0)-(CHa)n-, -C(=0).R"*-
(CH2)m-, -(CH2)n-(Z)g~(CH2)n-, -S-, -SO-, -SO2-, -SO,NR’-, 0-SO.NR'’-;

15 cada CAP es, independientemente, tiazolidindiona, oxazolidindiona, -heteroaril-C(=0), R13R13, heteroaril-W, -CN, -O-
C(=S).R"™ R™, -(2),R", -CR10((Z)QR13?§(Z)QR13), -C(=0)O0Ar, -C(=0), R Ar, imidazolina, tetrazol, tetrazol amida, -
SO2NHR", -SOZNH-C(R13R13)-(Z)Q-R , un azucar ciclico o un oligosacarido, un amino azucar ciclico, un
oligosacarido, -CR"%(-(CH2)m-R*)(-(CH2)m-R®), -N(-(CH2)m-R%)(-(CH2)m-R?), -NR"*(-(CH2)m-CO2R "),
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cada Ar es, independientemente, fenilo, fenilo sustituido, en los que los sustituyentes del fenilo sustituido son 1-3
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en OH, OCHs, NR13R13, Cl, F, y CHs, o
heteroarilo; y

cada W es, independientemente, tiazolidindiona, oxazolidindiona, heteroaril-C(=0), R13R13, -CN, -O-C(=S)nR13R13, -

(2)R"™, -CR1O($Z)QR13)((Z)QR13), -C(=0)OAr, -C(=0), R™Ar, imidazolina, tetrazol, tetrazol amida, -SO.NHR'®, -
SO,NH-C(R"R 3)-(Z)Q-R1 , un azucar ciclico o un oligosacarido, un amino azucar ciclico, un oligosacarido,
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* 3

con la condicion de que cuando cualquiera de los grupos -CHOR®- 0 -CH,OR® esté localizado en posicion 1,2- 0 1,3-
el uno con respecto al otro, los grupos R® se pueden tomar juntos, opcionalmente, para formar un 1,3-dioxano o un
1,3-dioxolano ciclico mono- o disustituido;

cada R es, independientemente, H, R", -(CH2)n-SO2CHs, -(CH2)n-CO2R"?, -(CH2),-C(=0),R"R"?, -(CH2)-C(=0)R™
-(CH2)n-(CHOH),-CH,0H, -NH-(CH2),-SO2CHs, NH-(CH2),-C(=O)R"", NH-C(=O)-NH-C(=O?R”, -C(=0),.R"R",
OR", -NH-(CHz)-R™, -Br, -Cl, -F, -I, SO:NHR"", -NHR™, -NH-C(=O}-NR"R", -(CHz)r-NHR"*, 0 -NH-(CH2)r-C(=0)-
R™,

)

cada R' es, independientemente, -SO,CHs, -COzR’, -C(=0),R'R®, -C(=0)R’, -CHy(CHOH),-CH;OH, -CO:R"™, -
C(=0),R"R™, 0 -C(=0)R">;

cada g es, independientemente, un nimero entero entre 1y 6;
cada m es, independientemente, un nimero entero entre 1y 7;

cada n es, independientemente, un nimero entero entre O y 7.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que un Q es C-R® y los Q restantes son C-H.
3. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que A'esta representado por la férmula:
0 l l RS
RS
4 El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R® es Link-(CHz):-CAP, Link-(CH2)n-(Z);-CAP, Link-

(CHz)n(%)g-(CHz)m-CAP, «(CH2)n-NR'’-CH2(CHOR®)(CHOR®),-CH20R®?, 0 -O-(CH2)m-NR'-CH2(CHOR®)(CHOR®),-
CH20OR".

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que CAP es -(Z)QR13, o] -CR1°((Z)QR13)((Z)QR13).

6. El compuesto de la reivindicacién 1, que esta representado por la férmula:
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El compuesto de la reivindicacién 1, que esta representado por la férmula:
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8. El compuesto de la reivindicacion 1, que es una sal de adicion acida de un acido inorganico o un acido

organico seleccionados del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido
fosférico, acido nitrico, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico,
acido gluconico, acido citrico, acido malico, acido ascoérbico, acido benzoico, acido tannico, acido palmitico, acido
alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido metanosulfonico, acido p-toluenosulfénico, acido
naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico, acido maldnico, acido sulfosalicilico, acido glicélico, acido salicilico,
acido estearico, acido ftalico, acido mandélico y acido lactico.

9. Una composicion farmacéutica, que comprende el compuesto segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

10. Una composicién, que comprende el compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables; y un agonista del receptor P2Y2.

11. Una composicién, que comprende el compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables; y un broncodilatador.

12. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables para su uso en la promocién de la hidratacién de las superficies de la mucosa.

13. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, para su uso como bloqueante de los canales de sodio.

14. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables como agente para uso de acuerdo con las reivindicaciones 12 a 13 en el tratamiento
de la bronquitis crénica, bronquiectasias, fibrosis quistica, sinusitis, sequedad vaginal, ojo seco, para promover la
hidratacién ocular, hidratacién de la cérnea, eliminacion de la mucosidad en las superficies de las mucosas, para el
tratamiento de la enfermedad de Sjogren, sindrome de obstruccion intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca,
deshidratacién nasal, neumonia inducida por respirador, asma, discinesia ciliar primaria, otitis media, para inducir el
esputo con fines diagndsticos, para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema, neumonia,
estrefimiento, diverticulitis crénica, rinosinusitis, hipertension, para reducir la presién arterial, para el tratamiento de
edema, para promover la diuresis, natriuresis, y/o saluresis.

15. Una combinacion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un osmolito para su uso en el tratamiento de una enfermedad que
mejora por el aumento de la eliminacion mucociliar o hidrataciéon de la mucosa.

16. El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables como agente para su uso segun la reivindicacion 14 en el tratamiento de la bronquitis
cronica, bronquiectasias, fibrosis quistica, sinusitis, neumonia inducida por respirador, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, enfisema, neumonia o rinosinusitis.

17. Una combinacion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un osmolito, para su uso segun la reivindicacion 15 en el
tratamiento de la bronquitis crénica, bronquiectasias, fibrosis quistica, sinusitis, neumonia inducida por respirador,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfisema, neumonia, o rinosinusitis en la que el compuesto segun
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una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables se administra previa,
o simultaneamente, o tras la administracion de un osmolito.

18. Una combinacion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un osmolito para su uso segun la reivindicacion 17, en la que el
osmolito es una solucién salina hiperténica o manitol.

19. Una combinacion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un osmolito para su uso segun la reivindicacion 17, en la que el
osmolito es cloruro de sodio que se suministra en forma de particula micronizada de tamanio respirable.

20. Una combinacion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un osmolito para su uso segun la reivindicacion 17, en la que se
administra una cantidad eficaz de osmolito y compuesto por aerosolizacién segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables usando un dispositivo capaz de suministrar
la formulacion en los conductos nasales o las vias respiratorias pulmonares en la que el aerosol es de un tamafio
respirable.

21. Una composicién que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un compuesto osméticamente activo.

22. La composicion de la reivindicacion 21 para su uso en la inducciéon de esputo.
23. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables para uso como agente profilactico, profilactico tras la exposicidon, preventivo o

terapéutico contra enfermedades o dolencias causadas por agentes patdgenos.

24. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables para su uso segun la reivindicacion 23, donde el patdgeno es el antrax o la peste.

25. El compuesto de la reivindicacion 1, que esta representado por la férmula:
o]
HoN
2! / N
| H H
N N N

X X

NH2 (o] NH NN
O H NH»

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

26. El compuesto de la reivindicacién 1, que esta representado por la férmula:
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El compuesto de la reivindicacién 1 para su uso como medicamento.
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