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DESCRIPCION
Nuevos inhibidores pirrélicos de S-nitrosoglutation reductasa como agentes terapéuticos
Campo de la invencién

La presente invencién esta dirigida a nuevos inhibidores pirrélicos de S-nitrosoglutation reductasa, composiciones
farmacéuticas que comprenden tales inhibidores, y métodos para la preparacion y uso de los mismos.

Antecedentes de la invencion

El compuesto quimico 6xido nitrico es un gas con la formula quimica NO. EI NO es una de las pocas moléculas de
sefalizaciéon gaseosas conocidas en sistemas bioldgicos, y desempefia un papel importante en el control de diversos
sucesos biolégicos. Por ejemplo, el endotelio usa NO para sefializar el musculo liso circundante en las paredes de
las arteriolas para su relajacion, dando como resultado vasodilatacién y aumento del flujo sanguineo a tejidos
hipoxicos. EI NO también esta implicado en la regulaciéon de la proliferacion del musculo liso, la funcién plaquetaria,
neurotransmision, y desempefia un papel en la defensa del hospedador. Aunque el éxido nitrico es altamente
reactivo y tiene un periodo de duracién de unos pocos segundos, se puede difundir tanto libremente a través de
membranas como unirse a muchas dianas moleculares. Estos atributos hacen que NO sea una molécula de
sefalizacion ideal capaz de controlar sucesos biolégicos entre células adyacentes y dentro de las células.

El NO es un gas de radicales libres, lo que hace que sea reactivo e inestable, por lo que NO tiene un periodo de
duracion breve in vivo, con una vida media de 3-5 segundos en condiciones fisiolégicas. En presencia de oxigeno, el
NO se puede combinar con tioles para generar una clase biolégicamente importante de aductos de NO estables
denominados S-nitrosotioles (SNO). Se ha postulado que este grupo estable de NO actda como una fuente de NO
bioactivo y, como tal, parece tener una importancia fundamental para salud y enfermedad, dada la importancia del
NO en la homeostasis celular (Stamler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 7674-7677 (1992)). Los SON proteicos
desempefian amplias funciones en la funcién del sistema cardiovascular, respiratorio, metabdlico, gastrointestinal,
immune y nervioso central (Foster et al., 2003, Trends in Molecular Medicine, Volumen 9, Numero 4, abril de 2003,
paginas 160-168). Uno de los SNO mas estudiados en los sistemas bioldgicos es el S-nitrosoglutation (GSNO)
(Gaston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10957-10961 (1993)), un regulador fundamental emergente en la
sefalizacion de NO ya que es un agente de trans-nitrosacion eficaz y parece que mantienen un equilibrio con otras
proteinas S-nitrosadas (Liu ef al., 2001) dentro de las células. Teniendo en cuenta esta posicion fundamental en el
continuo NO-SNO, el GSNO proporciona una diana terapéutica prometedora a tener en consideracién cuando la
modulacion de NO esta farmacol6gicamente garantizada.

A la vista de esta comprension de GSNO como un regulador fundamental de los niveles de homeostasis de NO y de
SNO celular, algunos estudios se han centrado en el examen de la produccion endégena de proteinas GSNO y
SNO, que se produce corriente abajo de la produccion del radical NO por enzimas de 6xido nitrico sintetasa (NOS).
Mas recientemente ha habido una comprensiéon cada vez mayor de catabolismo enzimatico de GSNO que tiene un
papel importante en el gobierno de las concentraciones disponibles de GSNO y en consecuencia de NO y SNO
disponibles.

De gran importancia para esta comprensiéon del catabolismo de GSNO, algunos investigadores han identificado
recientemente una S-nitrosoglutatiéon reductasa (GSNOR) altamente conservada (Jensen et al., Biochem J.,
331:659-668 (1998); Liu et al., Nature, 410: 490-494 (2001)). GSNOR también se conoce como formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation (GS-FDH), alcohol deshidrogenasa 3 (ADH-3) (Uotila y Koivusalo,
Coenzymes and Cofactors., D. Dolphin, ed. pp. 517-551 (New York, John Wiley & Sons, 1989)), y alcohol
deshidrogenasa 5 (ADH-5). De forma importante, GSNOR muestra una actividad mayor hacia GSNO que otros
sustratos (Jensen et al, 1998; Liu et al., 2001) y parece que media la actividad de desnitrosacion importante de
proteinas y péptidos en bacterias, plantas y animales. Parece que GSNOR es la enzima de metabolizacion de
GSNO principal en eucariotas (Liu et al., 2001). Por lo tanto, GSNO se puede acumular en compartimentos
biolégicos en los que la actividad de GSNOR es baja o ausente (por ejemplo, fluido de revestimiento de las vias
respiratorias) (Gaston et al., 1993).

La deficiencia de levadura en GSNOR acumula proteinas S-nitrosiladas que no son sustratos de la enzima, lo que
sugiere en gran medida que GSNO existe en equilibrio con proteinas de SNO (Liu et al., 2001). El control enzimatico
preciso con respecto a niveles ambientales de GSNO y por lo tanto proteinas de SNO aumenta la posibilidad de que
GSNO/GSNOR pueda desempefiar papeles a través de un hospedador de funciones fisiolégicas y patologicas
incluyendo proteccion frente al estrés nitrosativo en el que el NO se produce en exceso de necesidades fisiologicas.
De hecho, GSNO se ha visto implicado de forma especifica en procesos fisiolégicos que varian desde el impulso de
la respiracion (Lipton et al., Nature, 413: 171-174 (2001)) a la regulacion del regulador transmembrana de la fibrosis
quistica (Zaman et al., Biochem Bioplys Res Commun, 284: 65-70 (2001), a la regulacion del tono vascular,
trombosis y funcién plaquetaria (de Belder ef al., Cardiovasc Res. 1994 May; 28 (5): 691-4. (1994); Z. Kaposzta, A et
al., Circulation; 106 (24): 3057 - 3062, 2002) asi como defensa del hospedador (de Jesus-Berrios et al., Curr. Biol.,
13:1963-1968 (2003)). Otros estudios han encontrado que GSNOR protege a las células de levadura frente al estrés
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nitrosativo tanto in vitro (Liu et al., 2001) como in vivo (de Jesus-Berrios et al., 2003).

De forma colectiva con los datos sugieren que GSNOR es un ligando fisiolégico primario para la enzima S-
nitrosoglutation reductasa (GSNOR), que cataboliza GSNO y en consecuencia reduce el SNO y NO disponibles en
sistemas biolégicos (Liu et al., 2001), (Liu et al., Cell, (2004), 116 (4), 617-628), y (Que et al., Science, 2005, 308,
(5728): 1618-1621). Como tal como, estd enzima desempefia un papel fundamental en la regulacion local y
sistémica del NO bioactivo. Dado que algunas alteraciones en la biodisponibilidad del NO se han relacionado con la
patogénesis de numerosas patologias, incluyendo hipertension, aterosclerosis, trombosis, asma, trastornos
gastrointestinales, inflamacién y cancer, algunos agentes que regulan la actividad de GSNOR son agentes
terapéuticos candidatos para el tratamiento de enfermedades asociadas con el desequilibrio del éxido nitrico. El
documento W02009/076665A1 describe ciertas moléculas que supuestamente inhiben GSNOR de una manera
dependiente de la dosis y demuestra que GSNOR regula de forma activa la s-nitrosilacion de proteinas frente al
aumento de nitrosofilos de bajo peso molecular. Los compuestos se usan supuestamente en métodos para el
tratamiento, diagnostico y estudio de diversas afecciones y enfermedades, que incluyen, pero no se limitan a,
Enfermedades Cardiovasculares, Enfermedades Pulmonares, Enfermedades Urogenitales, Enfermedades
Neurologicas, Enfermedades Inflamatorias, y Enfermedades Oncoldgicas, ademas de diversas afecciones genéticas.

En la actualidad, en la técnica existe una gran necesidad de diagnéstico, profilaxis, mejoras, y tratamientos para
afecciones médicas que se relacionan con el aumento de la sintesis de NO y/o aumento de la bioactividad de NO.
Ademas, existe una necesidad significativa de nuevos compuestos, composiciones y métodos para prevenir, mejorar
o revertir otros trastornos asociados con NO. La presente invencion satisfacer estas necesidades.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona compuestos de formula | como se describe en la
reivindicacion 1. La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 4, un compuesto de formula | o sal farmacéutica para uso en el método de tratamiento como se define
en la reivindicacion 5, y un método para preparar una composicién farmacéutica como se define en la reivindicacion
6. En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un compuesto de férmula Il o una sal farmacéutica
aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion 7. La presente invencion también proporciona una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 10, un compuesto de férmula Il o sal farmacéutica para
uso en el método de tratamiento como se define en la reivindicacion 11, y un método para preparar una composicion
farmacéutica como se define en la reivindicacion 12. En el presente documento se describen nuevos compuestos
pirrolicos Utiles como inhibidores de la S-nitrosoglutation reductasa ("GSNOR"). En el presente documento también
se describen sales farmacéuticamente aceptables, profarmacos, y metabolitos de los inhibidores de GSNOR
descritos. En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden al menos
un inhibidor de GSNOR y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de la presente invenciébn se pueden preparar en cualquier forma de dosificacion
farmacéuticamente aceptable adecuada.

En el presente documento también se describe un método para inhibir la S-nitrosoglutatién reductasa en un sujeto
con necesidad del mismo. Un método de este tipo comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor de GSNOR o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, un profarmaco o metabolito del mismo, en combinacién con al menos un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El inhibidor de GSNOR puede ser un compuesto nuevo de acuerdo con la
invencion, o puede ser un compuesto conocido que anteriormente no se sabia que era un inhibidor de GSNOR.

En el presente documento también se describe un método para tratar un trastorno mejorado con terapia dadora de
NO en un sujeto con necesidad del mismo. Un método de este tipo comprende la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor de GSNOR o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un profarmaco o metabolito del mismo, en combinacién con al menos
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El inhibidor de GSNOR puede ser un compuesto nuevo de acuerdo con la
invencion, o puede ser un compuesto conocido que anteriormente no se sabia que era un inhibidor de GSNOR.

En el presente documento también se describe un método para tratar un trastorno proliferativo celular en un sujeto
con necesidad del mismo. Un método de este tipo comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor de GSNOR o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, un profarmaco o metabolito del mismo, en combinacion con al menos un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El inhibidor de GSNOR puede ser un compuesto nuevo de acuerdo con la
invencion, o puede ser un compuesto conocido que anteriormente no se sabia que era un inhibidor de GSNOR.

Los métodos que se describen en el presente documento pueden incluir administracién con uno o mas agentes
activos secundarios. A la administracién puede ser secuencial o en una composicién de combinacion.
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Aunque algunos métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente documento se
pueden usar en la practica o ensayo de la presente invencion, a continuacién se describen algunos métodos y
materiales adecuados.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes
A. Vision general de la Invenciéon

Hasta hace poco, se sabia que la S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR) oxidada el aducto de formaldehido
glutation, S-hidroximetilglutation. Desde entonces, la GSNOR se ha identificado en diversas bacterias, y levaduras,
plantas y animales y esta bien conservada. Las proteinas de E. coli, S. cerevisiae y macréfagos de raton comparten
aproximadamente un 60 % de la identidad de las secuencias de aminoacidos. La actividad de GSNOR (es decir, la
descomposicion del S-nitrosoglutation cuando NADH esta presente como un cofactor necesario) se ha detectado en
E. coli, en macrofagos de ratén, en células endoteliales de raton, en células de musculo liso de ratén, en levaduras, y
en células Hela, epiteliales y monociticas humanas. La informacién del nucleétido de GSNOR humanos y de la
secuencia de aminoacidos se puede obtener en las bases de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI) con los n.°s de Registro M29872, NM_000671. La informacién del nucleétido de GSNOR de
ratéon y la secuencia de aminoacidos se puede obtener en las bases de datos del NCBI con los n.°® de Registro
NM_007410. En la secuencia de nucleétidos, el sitio de inicio y el sitio de parada estan subrayados. CDS se refiere a
secuencia de codificacion. SNP se refiere a polimorfismo de un solo nucleétido. Otras secuencias de nucleétidos de
GSNOR y de aminoacidos relacionadas, incluyendo las de otras especies, se pueden encontrar en la Solicitud de
Patente de Estados Unidos n.° 2005/0014697.

Como se describe en el presente documento, se ha mostrado que GSNOR funciona in vivo e in vitro para
metabolismo S-nitrosoglutation (GSNO) y S-nitrosotioles proteicos (SNO) para modular la bioactividad de NO,
mediante el control de los niveles intracelulares de compuestos dadores de NO de masa baja y para evitar que la
nitrosilacion de proteinas alcance niveles toxicos.

Basandose en esto, sigue que la inhibicién de esta enzima potencia la bioactividad en todas las enfermedades en las
que esta indicada la terapia dadora de NO, inhibe la proliferacion de células patolégicamente proliferativas, y
aumenta la bioactividad de NO en enfermedades a las que es beneficiosa.

En el presente documento se describen agentes farmacéuticos que son potentes inhibidores de GSNOR, incluyendo

analogos de pirrol sustituido que son inhibidores de GSNOR que tienen las estructuras que se representan a
continuacion (Formulas | y 1l), o una sal, estereoisdbmero, o profarmaco farmacéuticamente aceptables de los
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Algunos analogos de pirrol tri-sustituidos son potentes inhibidores de GSNOR. Como se usa en este contexto, el
término "analogo" se refiere a un compuesto que tiene estructura quimica o funcién similar a la de los compuestos
de Férmula I-1l que retienen el anillo de pirrol.

Algunos analogos de pirrol descritos en el presente documento también pueden existir en diversas formas
isoméricas, incluyendo isébmeros de configuracion, geométricos y conformacionales, asi como estiren diversas
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formas tautoméricas, en particular las que se diferencian en el punto de unién de un atomo de hidrégeno. Como se
usa en el presente documento, el término "isomero" pretende incluir todas las formas isoméricas de un compuesto
incluyendo formas tautoméricas del compuesto.

Algunos compuestos ilustrativos que tienen centros asimétricos pueden existir en diferentes formas enantioméricas y
diastereoméricas. Un compuesto puede existir en forma de un isébmero 6ptico o un diastere6mero. Por consiguiente,
la invencién incluye compuestos en las formas de sus isémeros opticos, diasteredmeros y mezclas de los mismos,
incluyendo mezclas racémica as.

Se deberia indicar que si existe una discrepancia entre una estructura representada y un nombre dado a esa
estructura, la estructura representada controla. Ademas, si la estereoquimica de una estructura o una porcién de una
estructura no se indica, por ejemplo, con lineas en negrita, con cufias, o discontinuas, se debe interpretar que la
estructura o porcién de la estructura incluye todos los estereoisdbmeros del compuesto descrito.

Como se describe en el presente documento, los niveles de la S-nitrosoglutatién reductasa en la muestra biolégica
se pueden determinar con los métodos que se describen en la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados
Unidos n.° 2005/0014697. La expresién "muestra biolégica" incluye, pero no se limita a, muestras de sangre (por
ejemplo, suero, plasma, o sangre completa), orina, saliva, sudor, leche de mama, secreciones vaginales, semen,
foliculos fibrosos, piel, dientes, huesos, ufias, u otras secreciones, fluidos corporales, tejidos o células.

B. Definiciones

Como se usa en el presente documento, los expertos habituales en la materia entenderan a lo que se refiere
"aproximadamente" y variara hasta cierto punto en el contexto en el que se usa. Si hay usos del término que no son
evidentes para las personas con una experiencia habitual en la materia dado el contexto en el que se usa,
"aproximadamente" a la referencia a hasta una cantidad superior o inferior a un 10 % del término en particular.

El término "acilo" incluye compuestos y restos que contienen el radical acetilo (CHzCO-) o un grupo carbonilo al que
se une un resto de alquilo inferior de cadena lineal o ramificada.

El término "alquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo saturado, de cadena lineal
o ramificada que tiene el nUmero de atomos de carbono indicados. Por ejemplo, alquilo (C1-Cs) pretende incluir, pero
no se limita a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo,
isohexilo, y neohexilo. Un grupo alquilo puede estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes como se describe en el presente documento.

El término "alquenilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo insaturado de cadena
lineal o ramificada que tiene el nimero de atomos de carbono indicado y al menos un doble enlace. Algunos
ejemplos de un grupo alquenilo (C2-Cs) incluyen, pero no se limitan a, etileno, propileno, 1-butileno, 2-butileno,
isobutileno, sec-butileno, 1-penteno, 2-penteno, isopenteno, 1-hexeno, 2-hexeno, 3-hexeno, isohexeno, 1-hepteno,
2-hepteno, 3-hepteno, isohepteno, 1-octeno, 2-octeno, 3-octeno, 4-octeno, e isoocteno. Un grupo alquenilo puede
estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se describe en el presente
documento.

El término "alquinilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo insaturado de cadena
lineal o ramificada que tiene el numero de atomos de carbono indicado y al menos un triple enlace. Algunos
ejemplos de un grupo alquinilo (C2-Cs) incluyen, pero no se limitan a, acetileno, propino, 1-butino, 2-butino, 1-
pentino, 2-pentino, 1-hexino, 2-hexino, 3-hexino, 1-heptino, 2-heptino, 3-heptino, 1-octino, 2-octino, 3-octino y 4-
octino. Un grupo alquinilo puede estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se
describe en el presente documento.

El término "alcoxi", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo -O-alquilo que tiene el numero de
atomos de carbono indicado. Por ejemplo, un grupo alcoxi (C1-Ce) incluye -O-metilo, -O-etilo, -O-propilo, -O-
isopropilo, -O-butilo, -O-sec-butilo, -O-terc-butilo, -O-pentilo, -O-isopentilo, -O-neopentilo, -O-hexilo, -O-isohexilo, y -
O-neohexilo.

El término "aminoalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo (por lo general de
uno a seis atomos de carbono) en el que uno o mas de los atomos de hidrogeno del grupo alquilo C+-Ce esta
sustituido con una amina de formula -N(R°®)2, en la que cada aparicion de R° es independientemente -H o alquilo (C+-
Cs). Algunos ejemplos de grupos aminoalquilo incluyen, pero no se limitan a, -CH2NH2, -CH2CH2NH2-, -
CH2CH2CH2NH2, -CH2CH2CH2CH2NHo, -CH2CH2CH2CH2CH2NH2,-CH2CH2CH2CH2CH2CH2NHo2, -
CH2CH2CH2 n(CHa)z, t-butilaminometilo, isopropilaminometilo.

El término "arilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un sistema de anillos aromaticos monociclico,
biciclico o triciclico de 5 a 14 miembros. Algunos ejemplos de un grupo arilo incluyen fenilo y naftilo. Un grupo arilo
puede estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se describe en el presente
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documento a continuacion. Algunos ejemplos de grupos arilo incluyen heterociclos de fenilo o arilo tales como, pirrol,
furano, tiofeno, tiazol, isotiazol, imidazol, triazol, tetrazol, pirazol, oxazol, isoxazol, piridina, pirazina, piridazina, y
pirimidina.

Como se usa en el presente documento, el término "bioactividad" indica un efecto en uno o mas procesos celulares
o extracelulares (por ejemplo, a través de unién, sefalizacion, etc.) que pueden influir en procesos fisiolégicos o
patofisiolégicos.

El término "carbonilo" o "carboxi" o "carboxilo" incluye compuestos y restos que contienen un carbono conectado con
un doble enlace a un atomo de oxigeno. Algunos ejemplos de restos que contienen un carbonilo incluyen, pero no se
limitan a, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, amidas, ésteres, anhidridos, etc.

El término "Cm-Cn" se refiere al nimero "m" de atomos de carbono con respecto al nimero "n" de atomos de
carbono. Por ejemplo, el término "C1-Cs" se refiere a de uno a seis atomos de carbono (C1, Cz2, Cs, C4, Cs 0 Cs). El
término "C2-Ce¢" incluye de dos a seis atomos de carbono (Cz, Cs, C4, Cs 0 Cs). El término "C3-Ce" incluye de tres a
seis atomos de carbono (Cs, C4, Cs 0 Ce).

El término "cicloalquilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un sistema de anillos de hidrocarburo
monociclico, biciclico o triciclico no aromatico saturado o insaturado de 3 a 14 miembros. En esta clase estan
incluidos grupos cicloalquilo que estan fusionados con un anillo de benceno. Algunos grupos cicloalquilo
representativos incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclobutenilo, ciclopentilo, ciclopentenilo,
ciclopentadienilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, 1,3-ciclohexadienilo, cicloheptilo, cicloheptenilo, 1,3-cicloheptadienilo,
1,4-cicloheptadienilo,-1,3,5-cicloheptatrienilo, ciclooctilo, ciclooctenilo, 1,3-ciclooctadienilo, 1,4-ciclooctadienilo,-1,3,5-
ciclooctatrienilo, decahidronaftaleno, octahidronaftaleno, hexahidronaftaleno, octahidroindeno, hexahidroindeno,
tetrahidroindeno, decahidrobenzociclohepteno, octahidrobenzociclohepteno, hexahidrobenzociclohepteno,
tetrahidrobenzociclophepteno, dodecahidroheptaleno, decahidroheptaleno, octahidroheptaleno, hexahidroheptaleno,
y tetrahidroheptaleno, (1s,3s)-biciclo[1.1.0]butano, biciclo[1.1.1]pentano, biciclo[2.1.1]hexano, biciclo[2.2.1]heptano,
biciclo[2.2.2]octano, biciclo[3.1.1]heptano, biciclo[3.2.1]octano, biciclo[3.3.1]nonano, biciclo[3.3.2]decano, biciclo
[3.3.]Jundecano, biciclo[4.2.2]decano, biciclo[4.3.1]decano. Un grupo cicloalquilo puede estar sin sustituir u
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se describe en el presente documento a continuacion.

El término "halégeno" incluye fltior, bromo, cloro, yodo, etc.

El término "haloalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo C+-Ce en el que de uno
o mas de los atomos de hidrégeno del grupo C1-Cs esta sustituido con un atomo de halégeno, que puede ser el
mismo o diferente. Algunos ejemplos de grupos haloalquilo incluyen, pero no se limitan a, trifluorometilo, 2,2,2-
trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-bromopropilo, pentacloroetilo, y 1,1,1-trifluoro-2-bromo-2-cloroetilo.

El término "heteroalquilo” por si mismo o en combinacion con otro término, se refiere, a menos que se indique de
otro modo, a un alquilo de cadena lineal o ramificada estable, o combinaciones de los mismos, que consiste en
atomos de carbono y de uno a tres heteroatomos seleccionados entre el grupo que consiste en O, Ny S, y en el que
los atomos de nitrégeno y azufre pueden estar opcionalmente oxidados y el heteroatomo de nitrégeno puede estar
opcionalmente cuaternizado. El heteroatomo(s), O, N y S, se pueden colocar en cualquier posicion del grupo
heteroalquilo. Algunos ejemplos incluyen -CHz-CH2-O-CHs, -CH2-CH2-NH-CHa, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs, -CH2-S-CHz2-
CHs, -CH2-CH2-S(0)-CHs, -CH2-CH2-S(0)2-CHs3, y -CH2-CH=N-OCHs. Hasta dos heteroatomos pueden ser
consecutivos, tal como, por ejemplo, -CH2-NH-OCHs. Cuando un prefijo tal como (C2-Cs) se usa para hacer
referencia a un grupo heteroalquilo, el niimero de carbonos (de 2 a 8, en este ejemplo) pretende incluir también a los
heteroatomos. Por ejemplo, un grupo heteroalquilo C2 pretende incluir, por ejemplo, -CH20H (un atomo de carbono y
un heteroatomo que sustituye a un atomo de carbono) y -CH2SH.

Para ilustrar adicionalmente la definicion de un grupo heteroalquilo, en el que el heteroatomo es oxigeno, un grupo
heteroalquilo puede ser un grupo oxialquilo. Por ejemplo, oxialquilo (C2-Cs) pretende incluir, por ejemplo -CH2-O-CH3
(un grupo oxialquilo C3 con dos atomos de carbono y un oxigeno sustituyendo a un atomo de carbono), -
CH2CH2CH2CH20H, -OCH2CH20CH2CH20H, - OCH2CH(OH)CH20H.

El término "heteroarilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo de heterociclo aromatico de 5
a 14 miembros y que tiene al menos un heteroatomo seleccionado entre nitrégeno, oxigeno y azufre, y que contiene
al menos 1 atomo de carbono, incluyendo sistemas de anillos monociclicos, biciclicos, y triciclicos. Algunos
heteroarilos representativos son triazolilo, tetrazolilo, oxadiazolilo, piridilo, furilo, benzofuranilo, tienilo (tiofen-ilo),
benzotienilo, quinolinilo, pirrolilo, indolilo, oxazolilo, benzoxazolilo, imidazolilo, bencimidazolilo, tiazolilo,
benzotiazolilo, isoxazolilo, pirazolilo, isotiazolilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, cinnolinilo, ftalazinilo,
quinazolinilo, pirimidilo, azepinilo, oxepinilo, quinoxalinilo y oxazolilo. Un grupo heteroarilo puede estar sin sustituir u
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se describe en el presente documento a continuacion.

Como se usa en el presente documento, el término "heteroatomo" pretende incluir oxigeno (O), nitrégeno (N), y
azufre (S).
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Como se usa en el presente documento, el término "heterociclo" se refiere a sistemas de anillos de 3 a 14 miembros
que son cualquiera de saturados, insaturados, o aromaticos, y que contiene de 1 a 4 heteroatomos seleccionados
independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre, y en el que los heteroatomos nitrégeno y azufre pueden estar
opcionalmente oxidados, y el heteroatomo nitrogeno puede estar opcionalmente cuaternizado, que incluye sistemas
de anillos monociclicos, biciclicos, y ftriciclicos. Los sistemas de anillos biciclicos y triciclicos pueden incluir un
heterociclo o heteroarilo fusionado con un anillo de benceno. El heterociclo se puede unir a través de cualquier
heteroatomo o atomo de carbono, cuando sea quimicamente aceptable. Algunos heterociclos incluyen heteroarilos
como se ha definido anteriormente. Algunos ejemplos representativos de heterociclos incluyen, pero no se limitan a,
aziridinilo, oxiranilo, tiiranilo, triazolilo, tetrazolilo, azirinilo, diaziridinilo, diazirinilo, oxaziridinilo, azetidinilo,
azetidinonilo, oxetanilo, tietanilo, piperidinilo, piperazinilo, morfolinilo, pirrolilo, oxazinilo, tiazinilo, diazinilo, dioxanilo,
triazinilo, tetrazinilo, imidazolilo, tetrazolilo, pirrolidinilo, isoxazolilo, furanilo, furazanilo, piridinilo, oxazolilo,
benzoxazolilo, benzoisoxazolilo, tiazolilo, benzotiazolilo, tienilo, pirazolilo, triazolilo, pirimidinilo, benzoimidazolilo,
isoindolilo, indazolilo, benzodiazolilo, benzotriazolilo, benzoxazolilo, benzoisoxazolilo, purinilo, indolilo, isoquinolinilo,
quinolinilo y quinazolinilo. Un grupo heterociclo puede estar sin sustituir u opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes como se describe en el presente documento a continuacion.

El término "heterocicloalquilo" por si mismo o en combinaciéon con otros términos, representa, a menos que se
indique de otro modo, versiones ciclicas de "heteroalquilo." Ademas, un heteroatomo puede ocupar la posicién en la
que el heterociclo se une al resto de la molécula. Algunos ejemplos de heterocicloalquilo incluyen 1-(1,2,5,6-
tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo, tetrahidrofurano-2-ilo,
tetrahidrofurano-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-3-ilo, 1-piperazinilo, 2-piperazinilo.

El término "hidroxialquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo que tiene el nimero
de atomos de carbono indicado en el que uno o mas de los atomos de hidrégeno en el grupo alquilo esta sustituido
por un grupo -OH. Algunos ejemplos de grupos hidroxialquilo incluyen, pero no se limitan a, -CH20H, -CH2CH20H, -
CH2CH2CH20H,  -CH2CH2CH2CH20H,-CH2CH2CH2CH2CH20H,  -CH2CH2CH2CH2CH2CH20H, 'y versiones
ramificadas de los mismos.

El término "hidroxi" o "hidroxilo" incluye grupos con un -OH u -O-.

Como se usa en el presente documento y a menos que se indique de otro modo, el término "esterecisdbmero” se
refiere a un estereoisdmero de un compuesto que esta basicamente libre de otros estereoisémeros de ese
compuesto. Por ejemplo, un compuesto estereoméricamente puro que tiene un centro quiral estara sustancialmente
libre del enantiomero opuesto del compuesto. Un compuesto estereoméricamente puro que tiene dos centros
quirales estara sustancialmente libre de otros diasteredbmeros del compuesto. En algunas realizaciones, un
compuesto estereoméricamente puro comprende una cantidad superior a aproximadamente un 80 % en peso de un
estereoisomero del compuesto y una cantidad inferior a aproximadamente un 20 % en peso de otros
estereoisomeros del compuesto, por ejemplo superior a aproximadamente un 90 % en peso de un estereoisémero
del compuesto e inferior a aproximadamente un 10 % en peso de los otros estereoisémeros del compuesto, o
superior a aproximadamente un 95 % en peso de un esterecisomero del compuesto e inferior a aproximadamente un
5 % en peso de los otros estereoisémeros del compuesto, o superior a aproximadamente un 97 % en peso de un
estereoisomero del compuesto inferior a aproximadamente un 3 % en peso de los otros esterecisomeros del
compuesto.

Como se usa en el presente documento, "proteina" se usa como sinénimo de "péptido", "polipéptido"”, o "fragmento
de péptido". Un polipéptido, proteina, péptido, o fragmento de péptido "purificados" esta basicamente libre de
material celular u otras proteinas contaminantes de la fuente de células, tejido, o sin células a partir de la que se
obtiene la secuencia de aminoacidos, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros agentes quimicos
cuando se sintetizan quimicamente.

Como se usa en el presente documento, "modular" pretende hacer referencia a un aumento o disminucion de los
niveles de un péptido o un polipéptido, o para aumentar o disminuir la estabilidad como actividad de un péptido o un
polipéptido. El término "inhibir" pretende hacer referencia a una disminucién de los niveles de un péptido o un
polipéptido o para disminuir la estabilidad por actividad de un péptido o un polipéptido. En realizaciones preferentes,
el péptido que se esta modulado o inhibido es S-nitrosoglutation (GSNO) o proteinas S-nitrosotioles (SNO).

Como se usa en el presente documento, los términos "éxido nitrico" y "NO" incluyen 6xido nitrico sin carga y
especies de 6xido nitrico con carga, que incluyen en particular ién nitrosonio (NO*) e ién nitroxilo (NO"). La forma
reactiva del 6xido nitrico se puede proporcionar mediante éxido nitrico gaseoso. Algunos compuestos tienen la
estructura X-NOy en la que X es un resto de liberacion, suministro o transferencia de 6xido nitrico, incluyendo todos y
cada uno de los compuestos de este tipo que proporcionan 6xido nitrico a su sitio de accién pretendido en una forma
activa para su finalidad pretendida, e Y es 1 0 2.

Como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a aprobado por una
agencia reguladora de un gobierno federal o estatal o enumerado en la Farmacopea de Estados Unidos u otra
farmacopea reconocida por lo general para uso en animales y, mas particularmente, en seres humanos. El término
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"vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante con excipiente, o portador con el que se administra el agente
terapéutico e incluye, pero no se limitara liquidos estériles tales como agua y aceites.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" o "sal" de un inhibidor de GSNOR es un producto del compuesto desvelado
que contiene un enlace ionico, y por lo general se produce haciendo reaccionar el compuesto desvelado con
cualquiera de un acido o una base, adecuados para administracion a un sujeto. Una sal farmacéuticamente
aceptable puede incluir, pero no se limita a, sales de adicién de acido que incluyen clorhidratos, bromhidratos,
fosfatos, sulfatos, hidrogenosulfatos, alquilsulfonatos, arilsulfonatos, arilalquilsulfonatos, acetatos, benzoatos,
citratos, maleatos, fumaratos, succinatos, lactatos, y tartratos; cationes de metales alcalinos tales como Li, Na, K,
sales de metales alcalinotérreos tales como Mg o Ca, o sales diamina organica.

Una "composicion farmacéutica" es una formulacién que comprende los compuestos desvelados en una forma
adecuada para administracion a un sujeto. Una composicion farmacéutica de la invencidon se formula
preferentemente para que sea compatible con su via de administracion pretendida. Algunos ejemplos de vias de
administraciéon incluyen, pero no se limitan a, oral y parenteral, por ejemplo, administracion intravenosa,
intradérmica, subcutanea, inhalacion, tépica, transdérmica, transmucosal, y rectal.

El término "sustituido", como se usa en el presente documento, se refiere a que uno cualquiera o mas hidrogenados
en el atomo designado esta sustituido con una seleccion del grupo indicado, con la condicion de que la valencia
normal del atomo designado no se sucede, y que la sustitucién de coémo resultado un compuesto estable. Cuando a
sustituyente es ceto (es decir, =0), entonces 2 hidrogeno ser el atomo estan sustituidos. Los dobles enlaces del
anillo, como se usa en el presente documento, son dobles enlaces que se forman entre dos atomos del anillo
adyacentes (por ejemplo, C=C, C=N, o N=N).

Algunos sustituyentes para los grupos mencionados como alquilo, heteroalquilo, alquileno, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo y heterocicloalquenilo se pueden seleccionar a partir de la diversidad de
grupos que incluyen -OR?, =0, =NR?¥, =N-OR?, -NR¥R®", -SR¥, -halo,-SiR*R¥"R®", -OC(O)R?, -C(O)R¥, -CO2R?, -
CONR®R¥, -OC(O)NR¥R2" -NR¥"'C(0)R¥, -NR¥"C(O)NR¥R®", -NR¥"'SO2NR¥R®", -NR¥"CO2R¥", -NHC(NH2)=NH, -
NR¥C(NH2)=NH, -NHC(NH2)=NR®, -S(O)R¥, -SO2R¥, -SO2NR¥R¥", -NR¥"SO2R?, -CN y -NO2, en un nimero que
varia de cero a tres, con los grupos que tienen cero, uno o dos sustituyentes siendo a modo de ejemplo.

R Ry R cada uno independientemente se refiere a hidrégeno, alquilo (C1-Cs) sin sustituir, heteroalquilo (C1-Cs)
sin sustituir, arilo sin sustituir y arilo sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre -halo, alquilo sin
sustituir, alcoxi sin sustituir, tioalcoxi sin sustituir y aril alquilo (C1-C4) sin sustituir. Cuando R¥ y R®" estan unidos al
mismo atomo de nitrégeno, se pueden combinar con el atomo de nitrogeno para formar un anillo de 5, 6 o 7
miembros. Por ejemplo, -NRYR®" puede representar 1-pirrolidinilo o 4-morfolinilo.

Por lo general, un grupo alquilo o heteroalquilo tendra de cero a tres sustituyentes, con esos grupos teniendo dos o
mas sustituyentes siendo a modo de ejemplo de la presente invencién. Un radical alquilo o heteroalquilo puede estar
sin sustituir o monosustituido. En algunas realizaciones, un radical alquilo o heteroalquilo estara sin sustituir.

Algunos sustituyentes a modo de ejemplo para los radicales alquilo y heteroalquilo incluyen, pero no se limitan a, -
OR?¥, =0, =NR?¥, =N-OR%, -NR¥R®", -SR?, -halo, -SiR*R¥R",-OC(0O)R¥, -C(O)R¥, -CO2R¥, -CONR¥R?", -
OC(O)NR*R®", -NR¥'C(O)R?,-NR¥”"C(O)NR¥R9", -NR¥"SO2NR¥RY", -NR®"'CO2R®, -NHC(NH2)=NH,-
NR#C(NH2)=NH, -NHC(NH2)=NR%, -S(O)R?¥, -SO2R¥, -SO2NR¥R¥", -NR¥"SO2R¥, -CN y -NO2, en los que R¥, R™" y
RY" son como se ha definido anteriormente. Algunos sustituyentes habituales se pueden seleccionar entre: -OR?,
=0, -NR¥R®, -halo, -OC(O)R¥, -CO2R¥, -C(O)NR¥R-OC(O)NR¥R¥, -NR¥C(O)R*, -NRCOR®, -
NRI”SO2NR¥RY", -SO2R¥ -SO2NR¥RY, -NR¥"SO2R? -CN y -NO3.

De forma analoga, alguna sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo son variados y se seleccionan entre: -halo,
-OR®, -OC(O)R®, -NR¥R®", -SR®¥’, -R¥, -CN, -NO2, -CO2R*®,-C(O)NR*R*®", -C(O)R®, -OC(O)NR*R*", -NR*"C(O)R*®, -
NR®"CO2R?, -NR®"”"C(O)NR®R®", -NR®"”SO2NR*R®", -NHC(NH2)=NH, -NR®¥ C(NH2)=NH, -NH-C(NH2)=NR®, -S(O)R®,
-SO2R?®, -SO2NR®R®", -NR®"SO2R®, -N3, -CH(Ph)2, perfluoroalcoxi y perfluoroalquilo (C1-C4), en un numero que
varia de cero al numero total de valencias abiertas en el sistema de anillos aromaticos.

R®, R®" y R®" se seleccionan independientemente entre hidrogeno, alquilo (C1-Cs) sin sustituir, heteroalquilo (C1-Cs)
sin sustituir, arilo sin sustituir, heteroarilo sin sustituir, arilalquilo (C1-C4) sin sustituir y ariloxialquilo (C1-C4) sin
sustituir. Por lo general como un grupo arilo o heteroarilo tendra de cero a tres sustituyentes, con esos grupos
teniendo dos o mas sustituyente siendo a modo de ejemplo en la presente invencion. En una realizacion de la
invencion, un grupo arilo o heteroarilo estara sin sustituir o monosustituido. En otra realizacion, un grupo arilo o
heteroarilo estara sin sustituir.

Dos de los sustituyentes en dtomos adyacentes de un anillo de arilo o heteroarilo en un grupo arilo o heteroarilo,
como se describe en el presente documento, pueden estar opcionalmente sustituidos con un sustituyente de formula
-T-C(0)-(CH2)q-U-, en la que T y U son independientemente -NH-, -O-, -CH2- o un enlace sencillo, y g es un nimero
entero de 0 a 2. Como alternativa, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo
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pueden estar obscenamente sustituidos con un sustituyente de formula -J-(CH2)~-K-, en la que J y K son
independientemente -CHz-, -O-, -NH-, -S-, -S(0)-, - S$(0)2-, -S(0)2NR"- 0 un enlace sencillo, y r es un nimero entero
de 1 a 3. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo formado de este modo puede estar opcionalmente sustituido
con un doble enlace. Como alternativa, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo de arilo o
heteroarilo pueden estar obscenamente sustituidos con un sustituyente de formula -(CHz2)s-X-(CH2)t-, en la que s y t
son independientemente numeros enteros de 0 a 3, y X es -O-, -NR"-, -S-, -§(0)-, -S(0)2-, 0 -S(0)2NR¥-. El
sustituyente R” en -NR"- y -S(0)2NR"- se selecciona entre hidrégeno o alquilo (C1-Cs) sin sustituir.

"Compuesto estable" y "estructura estable" pretenden indicar un compuesto que es lo suficientemente robusto para
sobrevivir al aislamiento hasta un grado util de pureza a partir de una mezcla de reaccion, y formulacion en un
agente terapéutico eficaz.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere por lo general a
la cantidad necesaria para mejorar al menos un sintoma de un trastorno a prevenir, reducir, o tratar, como se
describe en el presente documento. La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", cuando se refiere a los
inhibidores de GSNOR de la presente invencién, hara referencia a la dosificacion del inhibidor de GSNOR que
proporciona la respuesta farmacologica especifica para la que se administra el inhibidor de GSNOR en un nimero
significativo de sujetos con necesidad un tratamiento de este tipo. Se hace énfasis en que una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de GSNOR que se administra a un sujeto en particular en un caso en
particular no siempre sera eficaz en el tratamiento de las afecciones/enfermedades que se describen en el presente
documento, aun cuando los expertos en la materia consideren que una dosificacion de este tipo es una cantidad
terapéuticamente eficaz.

C. Inhibidores de la S-Nitrosoglutation Reductasa

1. Compuestos

Los compuestos de la invencién son como se describen en las reivindicaciones. En un primer aspecto, la invencion
proporciona un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1. En el presente documento también se describe un

compuesto que tiene una estructura mostrada en la Férmula |, o una sal, estereoisomero, o profarmaco
farmacéuticamente aceptables de los mismos:

Rio N oH

HoN~ I

en la que:
Ar se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo y tiofen-ilo;

R1 se selecciona entre el grupo que consiste en imidazolilo sin sustituir, imidazolilo sustituido, cloro, bromo, fluor,
hidroxi, y metoxi;

R2 se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, metilo, cloro, fluor, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi,
carbamoilo, dimetilamino, amino, formamido, y trifluorometilo; y

X se selecciona entre el grupo que consiste en CO y SOx.
Algunas identidades adecuadas para Ri incluyen, pero no se limitan a, imidazolilo sin sustituir e imidazolilo
sustituido. Algunas sustituciones adecuadas para el grupo imidazolilo sustituido incluyen, pero no se limitan a, alquilo
C1-Ce.

En un aspecto adicional de la invencion, algunas identidades de ArR1Rz incluyen, pero no se limitan a,
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R, R Tz R, \, - Rs
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en las que Rs se selecciona entre H, metilo, y etilo.

En un aspecto adicional de la invencion, algunas identidades ArR+ incluyen, pero no se limitan a, 4-clorofenilo, 3-
clorofenilo, 4-bromofenilo, 3-bromofenilo, 4-fluorofenilo, 3-fluorofenilo, 4-hidroxifenilo, 4-metoxifenilo, 3-metoxifenilo,
2-metoxifenilo, 4-clorotiofen-2-ilo, 5-clorotiofen-2-ilo, 3-bromotiofen-2-ilo, 4-bromotiofen-2-ilo, 5-bromotiofen-2-ilo, y 5-
bromotiofen-3-ilo.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un compuesto que tiene una estructura mostrada en la Formula
de acuerdo con la reivindicacién 7. En el presente documento también se describe un compuesto que tiene una
estructura mostrada en la Férmula I, o una sal, esterecisomero, o profarmaco farmacéuticamente aceptables de los
mismos:

Ry
H
Ree J \ ©
Ar N
/ 0
Rs R,
Rs Il

en la que:
Ar se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo y tiofen-ilo;
R4 se selecciona entre el grupo que consiste en imidazolilo sin sustituir e imidazolilo sustituido;
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, fluor, hidroxi, y metoxi;
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, cloro, bromo, y fltor;
Rz se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, y metilo; y
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en CONH2, SO2NH2, y NHSO2CHs.

En un aspecto adicional de la invencion, algunas identidades adecuadas para ArRsRs incluyen, pero no se limitan a,

N -

-

R5 RQ

Rs
| ~ I RQ - Rg
RN N)\j; :“’(}\N\éf”‘; RSQ\NJ\\N ;
— \—/
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en las que Ro se selecciona entre H, metilo, y etilo.

Cuando se muestra que un enlace para un sustituyente cruza un enlace que conecta los atomos en un anillo,
entonces tal sustituyente puede estar unido a cualquier atomo en el anillo. Cuando un sustituyente se enumera sin
indicar el atomo a través del que tal sustituyente se une al resto del compuesto de una férmula dada, entonces tal
sustituyente puede estar unido a través de cualquier atomo en tal sustituyente. Algunas combinaciones de
sustituyentes y/o variables son permisibles, pero solamente si tales combinaciones dan como resultado compuestos
estables.

Los compuestos que se describen en el presente documento pueden tener centros asimétricos. Los compuestos de
la presente invencion que contienen un atomo sustituido de forma asimétrica se pueden aislar en formas
opticamente activas o racémicas. En la técnica se sabe bien cémo preparar formas 6pticamente activas, tal como
mediante resoluciéon de forma racémicas o mediante sintesis a partir de materiales de partida épticamente activos.
En los compuestos que se describen en el presente documento también pueden estar presentes muchos isémeros
geométricos de olefinas, dobles enlaces C=N, y similares, y todos estos isémeros estables se contemplan en la
presente invencidon. Se describen isbmeros geométricos cis y trans de los compuestos de la presente invencion y se
pueden aislar como una mezcla de isémeros o como formas isoméricas separadas. Se pretenden todas las formas
isoméricas quirales, diastereoméricas, racémicas, y geométricas de una estructura, a menos que la estereoquimica
o forma isomérica especificas se indique de forma especifica. También se considera que todos los tautomeros de
compuestos mostrados o descritos forman parte de la presente invencién.

Se debe observar que algunos isémeros que surgen a partir de tal asimetria (por ejemplo, todos los enantidmeros y
diasteredbmeros) estan incluidos dentro del alcance de la invencién, a menos que se indique de otro modo. tales
isbmero se pueden obtener en forma sustancialmente pura mediante técnicas clasicas de separacién y mediante
sintesis controlada de forma estereoquimica. Ademas, las estructuras y otros compuestos y restos que se analizan
en la presente solicitud también incluyen todos los tautdmeros de los mismos. Algunos alquenos pueden incluir,
cuando sea apropiado, cualquiera de las geometrias E o0 Z.

2. Inhibidores de GSNOR representativos

La Tabla 1 que sigue a continuacién enumera nuevos analogos de pirrol representativos de Formula | y Férmula I
utiles como inhibidores de GSNOR de la invencién. Los métodos de sintesis que se pueden usar para preparar cada
compuesto, identificados en la Tabla 1 (es decir, Esquema 1, Esquema 2, etc.) se detallan a continuacion. En
algunos casos, si el material de partido compuesto intermedio de un esquema no esta disponible en el mercado,
entonces un método correspondiente describe la sintesis de ese material de partida o compuesto intermedio (es
decir, Método 1, Método 2, etc.). La Tabla 1 proporciona el nimero del Esquema, define los materiales de partida
mostrados en los Esquemas, y cuando sea necesario, proporciona un numero de Método que corresponde a una
sintesis detallada de un compuesto intermedio o material de partida. En la Tabla 1 también se incluyen datos de
espectrometria de masas de apoyo para cada compuesto. La actividad del inhibidor de GSNOR se determiné
mediante el ensayo que se describe en el Ejemplo 2 y se obtuvieron valores de Clso. Los compuestos 1-70
inhibidores de GSNOR de la Tabla 1 tenian una Clso aproximadamente < 15 yM. Los compuestos 1-12, 14-15, 17-
19, 22-36, 38-42, 44-56, 58-69 inhibidores de GSNOR de la Tabla 1 tenian una Clso aproximadamente inferior a 1,0
M.
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D. Composiciones Farmacéuticas que Comprenden un Inhibidor de GSNOR

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un
inhibidor de GSNOR que se describen el presente documento y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Algunos vehiculos adecuados se describen en "Remington: The Science and Practice, Twentieth Edition", publicado
por Lippincott Williams & Wilkins, que se incorpora en el presente documento por referencia. Las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencion también pueden comprender uno o mas agentes activos no inhibidores
de GSNOR.

Las composiciones farmacéuticas que se describen en el presente documento pueden comprender nuevos
inhibidores de GSNOR descritos en el presente documento, las composiciones farmacéuticas pueden comprender
compuestos conocidos que anteriormente no se sabia que tenian actividad inhibidora de GSNOR, o una
combinacién de los mismos.

Los inhibidores de GSNOR se pueden usar en cualquier forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable, que
incluye, pero no se limita a, formas de dosificaciéon inyectable, dispersiones liquidas, geles, aerosoles, pomadas,
cremas, formulaciones liofilizadas, polvos secos, comprimidos, capsulas, formulaciones de liberacion controlada,
formulaciones de fusion rapida, formulaciones de liberacién retardada, formulaciones de liberacion prolongada,
formulaciones de liberacion pulsatil, formulaciones mixtas de liberacién inmediata y de liberacion controlada, etc. De
forma especifica, los inhibidores de GSNOR que se describen en el presente documento se pueden formular: (a)
para administracion seleccionados entre el grupo que consiste en administracién oral, pulmonar, intravenosa,
intraarterial, intratecal, intraarticular, rectal, oftalmica, coldnica, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal,
local, bucal, nasal, y tépica; (b) en una forma de dosificacion seleccionada entre el grupo que consiste en
dispersiones liquidas, geles, aerosoles, pomadas, cremas, comprimidos, sobrecitos y capsulas; (c) en una forma de
dosificacion seleccionada entre el grupo que consiste en formulaciones liofilizadas, polvos secos, formulaciones de
fusion rapida, formulaciones de liberacion controlada, formulaciones de liberacion retardada, formulaciones de
liberacion prolongada, formulaciones de liberacion pulsatil, y formulaciones mixtas de liberacion inmediata y de
liberacién controlada; o (d) cualquier combinacién de las mismas.

Para infecciones respiratorias, se puede usar una formulacién de inhalacién para conseguir concentraciones locales
elevadas. Algunas formulaciones adecuadas para inhalacién incluyen polvo seco o soluciones aerosolizadas o
vaporizadas, dispersiones, 0 suspensiones capaces de ser administradas por un inhalador o nebulizador en la
cavidad endobronquial o nasal de pacientes infectados para tratar infecciones bacterianas de las vias respiratorias
superior e inferior.

Algunas soluciones y suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden
comprender uno o mas de los siguientes componentes: (1) un diluyente estéril tal como agua a la inyeccién, solucion
salina, aceites no volatiles, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; (2) agentes
antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parabenos; (3) antioxidantes tales como éacido ascorbico o
bisulfito sédico; (4) agentes de quelacion tales como acido etilendiamintetraacético; (5) tampones tales como
acetatos, citratos o fosfatos; y (5) agentes para la justa de la tonicidad tales como cloruro sodico o dextrosa. El pH se
puede ajustar con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido sédico. Una preparacién parenteral puede
estar encerrada en ampollas, jeringas desechables o viales de mdultiples dosis hechos de vidrio o plastico.

Algunas composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable pueden comprender soluciones acuosas
estériles (que son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de
soluciones inyectables estériles o dispersién. Para administracion intravenosa, algunos vehiculos adecuados
incluyen solucién salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, la composicidon debe ser estéril y deberia ser fluida hasta el punto
en el que exista una facil capacidad de inyeccion. La composicion farmacéutica deberia ser estable en las
condiciones de preparacion y almacenamiento y se deberia conservar frente a la acciébn contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos.

El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersidbn que comprende, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido), y de las adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se
puede mantener, por ejemplo, con el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafo de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevenciéon de la
accion de los microorganismos se puede conseguir con diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferente incluir en la
composicion agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y sales
inorganicas tales como cloruro sédico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede
conseguir aproximadamente mediante la inclusion en la composicién de un agente que retrase la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Algunas soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la incorporaciéon del reactivo activo (por
ejemplo, inhibidor de GSNOR) en la cantidad necesaria en un disolvente apropiado con un ingrediente o una
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combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, si fuera necesario, seguido de esterilizacion por filtracion.
Por lo general, algunas dispersiones se preparan mediante la incorporacién de al menos un inhibidor de GSNOR en
un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y cualquier otro ingrediente necesario. En el caso de
polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, algunos métodos de preparacién a modo de
ejemplo incluyen secador vacio y liofilizacion, ambos de los cuales proporcionan una potencia del inhibidor de
GSNOR ademas de cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucion filtrada de forma estéril de los
mismos.

Las composiciones orales por lo general incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pueden encerrar,
por ejemplo, en capsulas de gelatina o se pueden formar comprimidos por compresion. Para la administracion
terapéutica oral, el inhibidor de GSNOR se puede incorporar con excipientes y se puede usar en forma de
comprimidos, trociscos, o capsulas. Las composiciones orales también se pueden preparar usando un vehiculo
fluido para uso como un enjuague bucal, en las que el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se
agita y se expectora o se traga. Como parte de la composicién se pueden incluir algunos agentes aglutinantes, y/o
materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles.

Para administracion mediante inhalacién, los compuestos se administran en forma de una pulverizaciéon de aerosol
desde un envase o dispensador presurizado que contiene un agente propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal
como diéxido de carbono, un liquido nebulizado, o un polvo seco desde un dispositivo adecuado. Para
administracion transmucosal o transdérmica, en la formulacién se usan agentes penetrantes apropiados para la
barrera a permear. Por lo general, en la técnica se conocen tales agentes penetrantes, e incluyen, por ejemplo, a la
administracion transmucosal, detergentes, sales biliares, y derivados del acido fusidico. La administracion
transmucosal se puede realizar a través del uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para administracion
transdérmica, los reactivos activos se formulan en pomadas, balsamos, geles, o cremas como se conoce por lo
general en la técnica. Los reactivos también se pueden preparar en forma de supositorios (por ejemplo, con bases
convencionales para supositorios tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o tiene mas de retencidon para
administracion rectal.

Los inhibidores de GSNOR se pueden preparar con vehiculos que protegeran frente a la eliminacion rapida del
organismo. Por ejemplo, se puede usar una formulaciéon de liberacién controlada, incluyendo implantes y sistemas
de administracién microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como
acetato de etileno y vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Algunos
métodos para la preparacion de formulaciones de este tipo seran evidentes para los expertos en la materia.

Como vehiculos farmacéuticamente aceptables también se pueden usar suspensiones liposomales (incluyendo
liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales con respecto a antigenos virales). Estos se
pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe
en la Patente de Estados Unidos n.° 4.522.811.

Ademas, se pueden preparar suspensiones de los inhibidores de GSNOR en forma de suspensiones para inyeccion
oleosas apropiadas. Algunos disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites grasos, tales como aceite
de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, triglicéridos, o liposomas. Para la
administracion también se pueden usar algunos polimeros de amino policationico, no lipidos. Opcionalmente, la
suspension también puede incluir algunos estabilizantes por agentes adecuados para aumentar la solubilidad de los
compuestos y para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosificacién unitaria para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificaciéon. Forma unitaria de dosificacion, como se usa en el
presente documento, se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas como dosificaciones unitarias para el
sujeto a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de inhibidor de GSNOR calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La memoria descriptiva para las
formas unitarias de dosificacion de la invencion esta dictada por y depende directamente de las caracteristicas
unicas del inhibidor de GSNOR vy el efecto terapéutico en particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la
técnica de composicion de un agente activo de este tipo para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién que comprenden al menos un inhibidor de GSNOR
pueden comprender uno o mas excipientes farmacéuticos. Algunos ejemplos de excipientes de este tipo incluyen,
pero no se limitan a, agentes aglutinantes, agentes de carga, agentes lubricantes, agentes de suspension,
edulcorantes, agentes saborizantes, conservantes, tampones, agentes humectantes, agentes disgregantes, agentes
efervescentes, y otros excipientes. Tales excipientes se conocen en la técnica. Algunos excipientes a modo de
ejemplo incluyen: (1) agentes aglutinantes que incluyen diversas celulosas y polivinilpirrolidona reticulada, celulosa
microcristalina, tal como Avicel® PH101 y Avicel® PH102, celulosa microcristalina silicificada (ProSolv SMCC™),
goma de tragacanto y gelatina; (2) agentes de carga tales como diversos almidones, lactosa, monohidrato de
lactosa, y lactosa anhidra; (3) agentes disgregantes tales como acido alginico, Primogel, almidén de maiz, polivinil
pirrolidona ligeramente reticulada, almidén de patata, almidon de maiz y almidones modificados, croscarmelosa
sédica, crospovidona, glicolato de almidén sédico, y mezclas de los mismos; (4) lubricantes, incluyendo agentes que
actuan en la capacidad de fluidez de un polvo a comprimir, incluyendo estearato de magnesio, diéxido de silicio
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coloidal, tal como Aerosil® 200, talco, acido estearico, estearato calcico, y gel de silice; (5) sustancias de
deslizamiento tales como diéxido de silicio coloidal; (6) conservantes, tales como sorbato potasico, metilparabeno,
propilparabeno, acido benzoico y sus sales, otros ésteres de &cido parahidroxibenzoico tal como butilparabeno,
alcoholes tales como alcohol etilico o bencilico, compuestos fendlicos tales como fenol, o compuestos cuaternarias
tales como cloruro de benzalconio; (7) diluyentes tales como cargas inertes farmacéuticamente aceptables, tales
como celulosa microcristalina, lactosa, fosfato calcico dibasico, sacaridos, y/o mezclas de cualquiera de los
mencionados anteriormente; algunos ejemplos de diluyentes incluyen celulosa microcristalina, tal como Avicel®
PH101 y Avicel® PH102; lactosa tal como monohidrato de lactosa, lactosa anhidra, y Pharmatose® DCL21; fosfato
calcico dibasico tal como Emcompress®; manitol; almidon; sorbitol; sacarosa; y glucosa; (8) agentes edulcorantes,
que incluyen cualquier edulcorantes natural o artificial, tales como sacarosa, sacarina sacarosa, xilitol, sacarina
sadica, ciclamato, aspartamo, y acesulfamo; (9) agentes saborizantes, tales como menta, salicilato de metilo, sabor
a naranja, Magnasweet® (marca registrada de MAFCO), sabor a chicle, sabores de frutas, y similares; y (10) agentes
efervescentes, que incluye parejas efervescentes tales como un acido organico y un carbonato o bicarbonato.
Algunos acidos organicos adecuados incluyen, por ejemplo, acidos citrico, tartarico, malico, fumarico, adipico,
succinico, y alginico y anhidridos y sales acidas. Algunos carbonatos y bicarbonatos adecuados incluyen, por
ejemplo, carbonato sédico, bicarbonato soédico, carbonato potasico, bicarbonato potasico, carbonato de magnesio,
carbonato de glicina sédica, de carbonato L-lisina, y carbonato de arginina. Como alternativa, solamente puede estar
presente el componente de bicarbonato sédico de la pareja efervescente.

E. Kits Comprenden las Composiciones descritas en el presente documento

En el presente documento también se describen kits que comprenden las composiciones que se describen en el
presente documento. Tales kits pueden comprender, por ejemplo, (1) al menos un inhibidor de GSNOR; y (2) al
menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un disolvente o solucién. Algunos componentes
adicionales del kit pueden incluir opcionalmente, por ejemplo: (1) cualquiera de los excipientes farmacéuticamente
aceptables identificados en el presente documento, tales como estabilizantes, tampones, etc., (2) al menos un
recipiente, vial o aparato similar para albergar y/o mezclar los componentes del kit; y (3) aparato de administracion,
tal como un inhalador, nebulizador, jeringa, etc.

F. Métodos para Preparar inhibidores de GSNOR

Los inhibidores de GSNOR que se describen en el presente documento se pueden sintetizar faciimente usando
metodologias de sintesis conocidas o a través de una modificacion de metodologias de sintesis conocidas. Tal como
reconoceria facilmente un experto, las metodologias describen a continuacion permiten la sintesis de pirroles que
tienen diversos sustituyentes. Algunos métodos de sintesis a modo de ejemplo se describen en los ejemplos que
siguen a continuacion.

De acuerdo con un protocolo de sintesis, la reaccién de 2-furaldehido con una acetofenona sustituida de forma
apropiada seguido de tratamiento con un acido fuerte proporciona la 1,4,7-triona sustituida de forma apropiada. El
ciclado de la triona al pirrol 1,2,5-trisustituido correspondiente se consigue facilmente haciendo reaccionar la triona
con una amina primaria en presencia de acido p-toluenosulfénico. La derivatizacion adicional del anillo de fenilo en
C5 del pirrol se puede conseguir facilmente, por ejemplo, mediante diversas reacciones de acoplamiento cruzado.
Por ejemplo, la sintesis de los pirroles trisustituidos haciendo reaccionar 1-(4-clorofenil) etanona y 2-furaldehido
proporcionara el pirrol diana con el grupo 4-clorofenilo en C5. El cloruro de arilo cloruro se puede derivatizar por
reaccion con un acido borénico en condiciones de acoplamiento de Suzuki. Tales metodologias de derivatizacién de
rutina permiten la generacion rapida de bibliotecas de compuestos para estudios de inhibicion de GSNOR in vitro.
Diversos métodos adicionales se describe en el Ejemplo 1 de este documento.

Si fuera necesario, la purificacion y separacion adicional de enantiomeros y diasteredmeros se puede conseguir con
procedimientos de rutina conocidos en la técnica. Por lo tanto, por ejemplo, la separacién de enantidmeros de un
compuesto se puede conseguir mediante el uso de HPLC quiral y técnicas de cromatografia relacionadas. Algunos
diasteredbmeros se pueden separar de manera similar. En algunos casos, sin embargo, los diastereomeros se
pueden separar simplemente de forma fisica, tal como, por ejemplo, mediante precipitacion o cristalizacion
controladas.

El proceso que se describe en el presente documento, cuando se realiza como se indica en el presente documento,
se puede realizar de forma conveniente a temperaturas a las que se puede acceder de forma rutinaria en la técnica.
Por ejemplo, el proceso se puede realizar a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 25°C a
aproximadamente 110 °C. Por ejemplo, la temperatura puede estar en el intervalo de aproximadamente 40 °C a
aproximadamente 100 °C. Por ejemplo, la temperatura puede estar en el intervalo de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 95 °C.

Las etapas de sintesis que requieren una base se realizan usando cualquier base organica o inorganica

conveniente. Por lo general, la base no es nucledfila. Por lo tanto, la base se puede seleccionar entre carbonatos,
fosfatos, hidréxidos, alcoxidos, sales de disilazanos, y aminas terciarias.
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El proceso que se describe en el presente documento, cuando se realiza como se describe en el presente
documento, se puede completar sustancialmente después de varios minutos hasta después de varias horas
dependiendo de la naturaleza y cantidad de reactivos y temperatura de reaccion. La determinacion de cuando la
reaccion es sustancialmente completa se puede evaluar de forma conveniente mediante técnicas habituales
conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, HPLC, LCMS, TLC, y RMN "H.

G. Método de Tratamiento

En el presente documento también se describen métodos para prevenir o tratar (por ejemplo, aliviar uno o mas
sintomas de) afecciones médicas a través del uso de uno o mas de los compuestos desvelados. Los métodos
comprenden la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de GSNOR a un paciente con
necesidad. Las composiciones que se describen en el presente documento también se pueden usar para terapia
profilactica.

El inhibidor de GSNOR usado en los métodos de tratamiento que se describen en el presente documento puede ser:
(1) un nuevo inhibidor de GSNOR descrito en el presente documento, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, un profarmaco del mismo, o un metabolitos del mismo; (2) un compuesto que se conocia antes de la
presente invencién, pero en la que no se sabia que el compuesto era un inhibidor de GSNOR, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, un profarmaco del mismo, o un metabolito del mismo; o (3) un compuesto
gue se conocia antes de la presente invencion, y en la que se sabia que el compuesto era un inhibidor de GSNOR,
pero en la que no se sabia que el compuesto era util para los métodos de tratamiento que se describen en el
presente documento, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un profarmaco del mismo, o un metabolito
del mismo.

El paciente puede ser cualquier animal, doméstico, de ganado o salvaje, incluyendo, pero no limitado, gatos, perros,
caballos, cerdos y vacuno, y preferentemente pacientes humanos. Como se usa en el presente documento, los
términos paciente y sujeto se pueden usar indistintamente.

En sujetos con niveles perjudicialmente elevados de GSNOR o actividad GSNOR de, la modulacién se puede
conseguir, por ejemplo, mediante la administracion de uno o méas de los compuestos desvelados que interrumpe o
regula de forma negativa la funcion de GSNOR, o disminuye los niveles de GSNOR. Estos compuestos se pueden
administrar con otros agentes inhibidores de GSNOR, tales como anticuerpos anti-GSNOR o fragmentos de
anticuerpo, GSNOR antisentido, ARNi, o0 moléculas pequefias, u otros inhibidores, solos o en combinacién con otros
agentes como se describe con detalle en el presente documento.

En el presente documento también se describe un método para tratar a sujeto afectado con un trastorno mejorado
con terapia dadora de NO. Tal método comprende la administracién a un sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un inhibidor de GSNOR.

Como se usa en el presente documento, "tratar" describe la gestion y cuidado de un paciente con la finalidad de
combatir una enfermedad, afeccién o trastorno e incluye la administracion de un compuesto descrito en el presente
documento para prevenir el inicio de los sintomas o complicaciones, aliviar los sintomas o complicaciones, o eliminar
la enfermedad, afeccion o trastorno. De forma mas especifica, "tratar" incluye revertir, atenuar, aliviar, minimizar,
suprimir o detener al menos un sintoma o efecto perjudicial de una patologia (trastorno), evolucién de la enfermedad,
a gente causal de la enfermedad (por ejemplo, bacterias o virus), u otra afeccion anémala. El tratamiento continGia
siempre y cuando los sintomas y/o la patologia mejoren.

Los trastornos pueden incluir trastornos pulmonares asociados con hipoxemia y/o constriccion del musculo liso en
los pulmones y/o infeccion pulmonar y/o lesion pulmonar (por ejemplo, hipertension pulmonar, SDRA, asma,
neumonia, fibrosis pulmonar/enfermedades pulmonares intersticiales, fibrosis quistica, EPOC), enfermedad
cardiovascular y enfermedad cardiaca, incluyendo afecciones tales como hipertension, sindromes isquémicos
coronarios, aterosclerosis, glaucoma, enfermedades caracterizadas por angiogénesis (por ejemplo, enfermedad de
arterias coronarias), trastornos en los que existe riesgo de que se produzca trombosis, trastornos en los que existe
riesgo de que se produzca reestenosis, enfermedades inflamatorias cronicas (por ejemplo, demencia por SIDA y
psoriasis), enfermedades en las que existe riesgo de que se produzca apoptosis (por ejemplo, insuficiencia cardiaca,
aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, trastornos neurolégicos degenerativos, artritis y lesion hepatica (isquémica o
alcohdlica)), impotencia, obesidad causada por alimentacién como respuesta a ansias por alimentos, apoplejia,
lesion por reperfusiéon (por ejemplo, lesion muscular traumatica en corazén o pulmén o lesion por aplastamiento), y
trastornos en los que es beneficioso el acondicionamiento previo del corazon o del cerebro para proteccion con NO
frente a sucesos isquémicos posteriores .

Los compuestos que se describen en el presente documento o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
o un profarmaco o metabolito de los mismos, se pueden administrar en combinacién con un dador de NO. Un dador
de NO dona 6xido nitrico o una especie redox relacionada y de forma mas general proporciona bioactividad de éxido
nitrico, que esta actividad que se identifica con el éxido nitrico, por ejemplo, vaso-relajacion o estimulacion o
inhibicion de una proteina receptora, por ejemplo, proteina ras, receptor adrenérgico, NFkB. Algunos dadores de NO
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que incluyen compuestos S-nitroso, O-nitroso, C-nitroso y N-nitroso y derivados nitro de los mismos y complejos de
metal y NO, pero que no excluyen otros compuestos que generan bioactividad de NO, utiles en el presente
documento se describen en "Methods in Nitric Oxide Research," Feelisch ef al. eds., paginas 71-115 (J. S., John
Wiley & Sons, New York, 1996). Algunos dadores de NO que son compuestos de C-nitroso en los que el nitroso se
une a un carbono terciario que son utiles en el presente documento incluyen los que se describen en la Patente de
Estados Unidos n.° 6.359.182 y en el documento WO 02/34705. Algunos ejemplos de compuestos de S-nitroso,
incluyendo S-nitrosotioles Utiles en el presente documento, incluyen, por ejemplo, S-nitrosoglutation, S-nitroso-N-
acetilpenicilamina, S-nitroso-cisteina y éster de etilo del mismo, S-nitroso cisteinil glicina, S-nitroso-gamma-metil-L-
homocisteina, S-nitroso-L-homocisteina, S-nitroso-gamma-tio-L-leucina, S-nitroso-delta-tio-L-leucina, y S-
nitrosoalbumina. Algunos ejemplos de otros dadores de NO dutiles en el presente documento son nitroprusiato sédico
(Nipride), nitrito de etilo, isosorbida, nitroglicerina, SIN 1 que es molsidomina, furoxaminas, N-hidroxi (N-nitrosamina)
y perfluorocarbonos que se han saturado con NO o un dador de NO hidréfobo.

En el presente documento también se describe la combinacién de un inhibidor de GSNOR con el enantiomero R(+)
de amlodipina, un liberador de NO conocido (Zhang X.P et al. 2002 J. Cardiovascular Pharmacology 39, 208-214).

En el presente documento también se describe un método para tratar a un sujeto afectado con células que proliferan
de forma patoldégica en el que el método comprende la administracion a dicho sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de GSNOR. Los inhibidores de GSNOR son los compuestos como se ha
definido anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, o un profarmaco o metabolito de los
mismos, en combinaciéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El tratamiento continlia siempre y cuando
mejoren los sintomas y/o la patologia.

Las células que proliferan de forma patolégica pueden ser microbios que proliferan de forma patolégica. Los
microbios implicados pueden ser aquellos en los que GSNOR se expresa para proteger al microbio del estrés
nitrosativo o en los que una célula hospedadora infectada con el microbio expresa la enzima, protegiendo de este
modo el microbio del estrés nitrosativo. La expresion "microbios que proliferan de forma patolégica" se usa en el
presente documento para hacer referencia a microorganismos patolégicos que incluyen, pero no se limitan a,
bacterias patologicas, virus patologicos, Clamidia patologicos, protozoos patologicos, Rickettsia patolégicos, hongos
patolégicos, y Mycoplasmata patolégicos. En las columnas 11 y 12 de la Patente de Estados Unidos n.° 6.057.367
se exponen mas detalles sobre los microbios aplicables. La expresién "células hospedadoras infectadas con
microbios patologicos" incluye no solamente a células de mamifero infectadas con virus patolégicos sino también a
células de mamifero que contienen bacterias o protozoos intracelulares, por ejemplo, macréfagos que contienen
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leper (lepra), o Salmonella typhi (fiebre tifoidea).

Las células que proliferan de forma patolégica pueden ser helmintos patolégicos. La expresion "helmintos
patolégicos" se usa en el presente documento para hacer referencia a nematodos patolégicos, trematodos
patolégicos y céstodos patoldgicos. En la columna 12 de la Patente de Estados Unidos n.° 6.057.367 se exponen
méas detalles sobre helmintos aplicables.

Las células que proliferan de forma patolégica pueden ser células de mamifero que proliferan de forma patologica.
La expresion "células de mamifero que proliferan de forma patologica" como se usa en el presente documento se
refiere a células del mamifero que crecen en tamafio o niumero en dicho mamifero con el fin de causar un efecto
perjudicial en el mamifero o sus 6rganos. La expresién incluye, por ejemplo, las células que proliferan o aumentan
de forma patolégica que causan reestenosis, las células que proliferan o aumentan de forma patoldgica que causan
hipertrofia prostatica benigna, las células que proliferan de forma patoldégica que causan hipertrofia del miocardio y
células de proliferacion en sitios inflamatorios tales como células sinoviales en artritis o células asociadas con un
trastorno de proliferacién celular.

Como se usa en el presente documento, la expresién "trastorno proliferativo celular" se refiere a afecciones en las
que el crecimiento desregulado y/o anémalo de células puede conducir al desarrollo de una afecciéon o enfermedad
no deseada, que puede ser cancerigena o no cancerigena, por ejemplo una afeccion psoriatica. Como se usa en el
presente documento, la expresion "afecciéon psoriatica" se refiere a trastornos que implican hiperproliferacion de
queratinocitos, infiltracién de células inflamatorias, y alteracion de citoquinas. El trastorno proliferativo celular puede
ser una afeccion precancerigena o cancer. El cancer puede ser cancer primario o cancer metastasico, o ambos.

Como se usa en el presente documento, el término "cancer" incluye tumores sélidos, tales como cancer de pulmon,
mama, colon, ovario, pancreas, prostata, adenocarcinoma, carcinoma escamoso, sarcoma, glioma maligno,
leiomiosarcoma, hepatoma, cabeza y cuello, melanoma maligno, canceres de piel que no son melanoma, asi como
tumores y/o y neoplasias hematoldgicos, tales como leucemia, leucemia infantil y linfomas, mieloma muiltiple,
enfermedad de Hodgkin, linfomas de origen linfocitico y cutaneo, leucemia aguda y crénica, tal como leucemia
linfoblastica aguda, mielécitica aguda o mielécitica crénica, neoplasia de células plasmaticas, neoplasia linfoide y
canceres asociados con SIDA.

Ademas de afecciones psoriaticas, los tipos de enfermedades proliferativas que se pueden tratar usando las
composiciones de la presente invencion son quistes epidérmicos y dermoides, lipomas, adenomas, hemangiomas
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capilares y cutaneos, linfangiomas, lesiones de tipo nevus, teratomas, nefromas, miofibromatosis, tumores
osteoplasticos, y otras masas displasicas y similares. Las enfermedades proliferativas pueden incluir displasias.

El tratamiento del cancer puede comprender una reduccion el tamafio del tumor, disminucién del numero de
tumores, un retraso del crecimiento tumoral, disminucion de las lesiones metastasica es en otros tejidos u 6rganos
alejados del sitio del tumor primario, una aumento de la supervivencia de los pacientes, o una mejora de la calidad
de vida del paciente, o al menos dos de los mencionadas anteriormente.

El tratamiento de un trastorno proliferativo celular puede comprender una reduccién de la tasa de proliferaciéon
celular, reduccion de la proporcion de las células en proliferacion, un disminucién del tamarfio de un area o zona de
proliferaciéon celular, o una disminucién del niumero o proporcion de células que tienen un aspecto o morfologia
anomalos, o a al menos dos de los mencionados anteriormente.

Los compuestos que se describen en el presente documento o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
un profarmaco de los mismos, o metabolitos de los mismos, se pueden administrar en combinacién con un segundo
agente quimioterapéutico. Por ejemplo, el segundo agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre el grupo
que consiste en tamoxifeno, raloxifeno, anastrozol, exemestano, letrozol, cisplatino, carboplatino, paclitaxel,
ciclofosfamida, lovastatina, minosina, gemcitabina, araC, 5-fluorouracilo, metotrexato, docetaxel, goserelina,
vincristina, vinblastina, nocodazol, tenipésido, etopésido, epotilona, navelbina, camptotecina, daunonibicina,
dactinomicina, mitoxantrona, amsacrina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina imatanib, gefitinib, erlotinib,
sorafenib, malato de sunitinib, trastuzumab, rituximab, cetuximab, y bevacizumab.

Los compuestos que se describen en el presente documento o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
un profarmaco de los mismos, o metabolito de los mismos, se pueden administrar en combinaciéon con un agente
que impone estrés nitrosativo u oxidativo. Algunos agentes para imponer estrés nitrosativo de forma selectiva para
inhibir la proliferacion de células que proliferan de forma patologica en terapia de combinacion con inhibidores de
GSNOR en el presente documento y dosificaciones y vias de administraciéon incluyen, por lo tanto, los que se
desvelan en la Patente de Estados Unidos n.° 6.057.367. Algunos agentes complementarios para imponer estrés
oxidativo (es decir, agentes que aumentan la proporcion de GSSG (glutation oxidado) con respecto a GSH (glutation)
o la proporcién de NAD(P) con respecto a NAD(P)H o el aumento de derivados del acido tiobarbiturico) en terapia de
combinacién con inhibidores de GS-FDH en el presente documento incluyen, por ejemplo, L-butionina-S-sulfoximina
(BSO), inhibidores de la glutation reductasa (por ejemplo, BCNU), inhibidores o desacopladores de la respiraciéon
mitocondrial y farmacos que aumentan las especies reactivas del oxigeno (ROS), por ejemplo, adriamicina, en
dosificaciones convencionales con vias de administracién convencionales.

Los inhibidores de GSNOR también se pueden coadministra con un inhibidor de fosfodiesterasa (por ejemplo,
rolipram, cilomilast, roflumilast, Viagra® (citrato de sildenifilo), Cialis® (tadalafilo), Levitra® (vardenifilo), etc.), un B-
agonista, un esteroide, o un antagonista de leucotrieno (LTD4). Los expertos en la materia pueden determinar
facilmente la cantidad terapéuticamente eficaz apropiada dependiendo del trastorno a mejorar.

Los inhibidores de GSNOR se pueden usar como medio para a aumentar la sefalizacion B-adrenérgica. En
particular, los inhibidores de GSNOR solos 0 en combinacién con B-agonistas se podrian usar para tratar o proteger
frente a insuficiencia cardiaca, u otros trastornos vasculares tales como hipertension y asma. Los inhibidores de
GSNOR también se pueden usar para modular receptores acoplados a la proteina G (GPCR) mediante la
potenciacion de la proteina Gs G, conduciendo a relajacion del musculo liso (por ejemplo, vias respiratorias y vasos
sanguineos), y mediante una atenuacion de la proteina Gq G, y evitando de este modo la contraccion del musculo
liso (por ejemplo, en vias respiratorias y vasos sanguineos).

La cantidad terapéuticamente eficaz para el tratamiento de un sujeto afectado con un trastorno mejorado mediante
terapia dadora de NO es la cantidad que inhibe GSNOR in vivo que causan mejorar el trastorno que se esta tratando
o proteger frente a un riesgo asociado con el trastorno. Por ejemplo, para el asma, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad eficaz para broncodilatacion; para fibrosis quistica, una cantidad terapéuticamente eficaz es
una cantidad eficaz que mejora la obstruccién de las vias respiratorias; para ARDS, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad eficaz que mejora la hipoxemia; para enfermedad cardiaca, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad eficaz que induce alivio de la angina o angiogénesis; para hipertension, una cantidad
terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que reduce la presiéon sanguinea; para trastornos coronarios
isquémicos, una cantidad terapéutica es una cantidad eficaz para aumentar el flujo sanguineo; para aterosclerosis,
una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que invierte la disfuncién endotelial; para glaucoma,
una cantidad terapéutica es una cantidad eficaz que reduce la presion intraocular; para enfermedades
caracterizadas por angiogénesis, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que inhibe la
angiogénesis; para trastornos en los que se produce riesgo de trombosis, una cantidad terapéuticamente eficaz es
una cantidad eficaz que previene la trombosis; para trastornos en los que hay riesgo de que se produzca
reestenosis, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que inhibe la reestenosis; para
enfermedades inflamatorias cronicas, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que reduce la
inflamacién; para trastornos en los que hay riesgo de que se produzca apoptosis, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad eficaz que previene la apoptosis; para la impotencia, una cantidad terapéuticamente eficaz es
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una cantidad eficaz que consigue o mantiene la ereccion; para obesidad, una cantidad terapéuticamente eficaz es
una cantidad eficaz que causa saciedad; para apoplejia, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad
eficaz que aumenta el flujo sanguineo o una cantidad eficaz que protege de TIA; para lesiéon por reperfusion, una
cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz que aumenta la funcion; y para acondicionar previamente el
corazon y el cerebro, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz protectora, por ejemplo, tal como
se mide con triponina o CPK.

La cantidad terapéuticamente eficaz para el tratamiento de sujeto afectado con células que proliferan de forma
patolégica se refiere a una cantidad de inhibicion de GSNOR in vivo que es una cantidad eficaz antiproliferativa. Tal
cantidad eficaz antiproliferativa, como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad que causa una
reduccion de la tasa de proliferacién de al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 10 %,
al menos aproximadamente un 5 %, o al menos aproximadamente un 1 %.

En general, la dosificacion, es decir, la cantidad terapéuticamente eficaz, varia de 1 ug a 10 g/kg y a menudo varia
de 10 ug a 1 g/kg o de 10 pug a 100 mg/kg de peso corporal del sujeto que se esta tratando, al dia.

H. Otros Usos

Los compuestos que se describen en el presente documento o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
o un profarmaco o metabolito de los mismos, se puede aplicar a diversos aparatos en circunstancias en las que la
presencia de compuestos de este tipo seria beneficiosa. Un aparato de este tipo puede ser cualquier dispositivo o
recipiente, por ejemplo, dispositivos implantables en los que un inhibidor de GSNOR se puede usar para revestir una
malla quirdrgica o endoproétesis cardiovascular antes del implante en un paciente. Los inhibidores de GSNOR que se
describen en el presente documento también se pueden aplicar a diversos aparatos para fines de ensayos in vitro o
para cultivo de células.

Los compuestos que se describen en el presente documento o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
o un profarmaco o metabolito de los mismos, también se pueden usar como un agente para el desarrollo,
aislamiento o purificacion de comparfieros de unién para compuestos inhibidores de GSNOR, tales como anticuerpos
y ligandos naturales. Los expertos en la materia pueden determinar facilmente husos relacionados para los
compuestos que se describen en el presente documento.

Ejemplos

Ejemplo 1: métodos generales y especificos para preparar nuevos inhibidores pirrélicos de GSNOR

Este ejemplo describe esquemas para la preparacion de los inhibidores de GSNOR representados en la Tabla 1.
Algunos esquemas son especificos para un compuesto en particular, mientras que otros son esquemas generales
que incluyen un método a modo de ejemplo para la preparaciéon de un compuesto representativo. Siguiendo los
esquemas hay métodos que describen la preparacién de compuestos intermedios que se usaron en esquemas
seleccionados.

Esquema 1: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 1D

HCI conc
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Procedimiento representativo para el Esquema 1: Sintesis de Acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-
metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propanoico.

Etapa 1: Sintesis de (E)-3-Furan-2-il-1-(4-metoxi-fenil)-propenona. Una solucion de 2-furaldehido (5,85 g,
60,92 mmol) se afadi6é a una solucién de 4-metoxi acetofenona (8,5 g, 56,6 mmol) en metanol (120 ml), seguido de
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la adicion de metéxido sédico (3,1 g, 56,6 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
16 h, seguido de la retirada del disolvente al vacio. La mezcla resultante se diluyé con agua (130 ml) y se extrajo con
acetato de etilo (350 ml). La fase acuosa se extrajo de nuevo con acetato de etilo (100 ml). Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se retir6 al vacio para obtener el producto (E)-3-Furan-
2-il-1-(4-metoxi-fenil)-propenona en forma de un sélido de color naranja (12,6 g, 97 %).

Etapa 2: Sintesis de 1-(4-Metoxi-fenil)-decano-1,4,7-triona. Se anadié HCI conc. (59 ml) a una solucion de (E)-3-
Furan-2-il-1-(4-metoxi-fenil)-propenona (12,6 g, 55,2 mmol) en etanol (237 ml). La mezcla de reaccion se calenté a
reflujo durante 16 h, se concentréd, y se diluyé con diclorometano (250 ml), y la fase organica resultante se lavo con
agua (25 ml). Después de separacion de fases, la fase organica se seco sobre Na>SO4 anhidro y el disolvente se
retird al vacio para obtener la mezcla en bruto, que se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice para
obtener 1-(4-metoxi-fenil)-decano-1,4,7-triona (6,89 g, 43 %).

Etapa 3: Sintesis de Ester de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]
propanoico. Se afiadié 4-amino-3-metilbenzamida (180 mg, 1,2 mmol) a una solucién de 1-(4-metoxi-fenil)-decano-
1,4,7-triona (350 mg, 1,2 mmol) en etanol (6 ml), seguido de la adicion de monohidrato de acido p-toluenosulfénico
(abreviado TsOH o pTsOH) (23 mg, 0,12 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a reflujo durante 16 h, y el
disolvente se retird al vacio para obtener un producto en bruto que después de purificacion mediante cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice, proporciona éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-metoxi-fenil)-
1H-pirrol-2-il] propanoico (147 mg, 30 %).

Etapa 4: Sintesis de acido 3-[1-(4-Carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propanoico. El éster
de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il] propanoico (86 mg, 0,216 mmol) se
disolvié en etanol (4 ml). Se afadi6 agua (0,5 ml) a la solucion etanodlica seguido de la adicion de NaOH 1 N
(0,51 ml, 0,51 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 h y después a 45 °C durante
un periodo adicional de una hora. Después de la retirada del disolvente al vacio, el residuo se diluy6é con agua (6 ml)
y se extrajo con acetato de etilo (2 x 6 ml). El pH de la fase acuosa se ajusté a 2 con HCI 1 N y a continuacién se
extrajo con acetato de etilo (6 ml). La fase organica combinada se sec6 sobre Na>SO4 anhidro y el disolvente se
retir6 al vacio para obtener acido 3-[1-(4-Carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propanoico como el
producto (68 mg, 85 %).

Esquema 1A: Condiciones alternativas
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Procedimiento representativo para el Esquema 1A, condiciones alternativas: Sintesis de acido 3-[1-(4-
Carbamoil-tiazol-2-il)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propidnico.

Etapa 3: Sintesis de éster de etilo del acido 3-[1-(4-Carbamoil-tiazol-2-il)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-
propiodnico (1C, R1 = 4-carbamoil-tiazol-2-ilo, R2 = 4-metoxi-fenilo): A una solucién de éster de etilo del acido 7-
(4-metoxi-fenil)-4,7-dioxo-heptanoico (0,5 mmol), véase el esquema 1, en etanol (2 ml) se afadieron la amina (1,5
equivalentes) y monohidrato de acido p-toluenosulfonico (0,5 equiv.). La reaccién se realizé usando el Iniciador de
Microondas Biotage de 1 a 3 horas a 150 °C. El disolvente se retiré al vacio para obtener la mezcla en bruto que se
purificé en placa prep sobre gel de silice para obtener el producto final (70 mg, 38 %).

Etapa 4: Sintesis de acido 3-[1-(4-Carbamoil-tiazol-2-il)-5-(4-metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico (1D,
R1 = 4-carbamoil-tiazol-2-ilo, R2 = 4-metoxi-fenilo): Al éster de etilo del acido 3-[1-(4-Carbamoil-tiazol-2-il)-5-(4-
metoxi-fenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico (0,15 mmol) en una mezcla de metanol/THF a 2:1 se afadié6 LIOH 2 M
(0,30 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 24 horas. El disolvente se retiré al vacio. El residuo se diluyé
con agua (2 ml) y se extrajo con éter etilico. El pH de la fase acuosa se ajusté a 2 con HCI 1 N. La suspensién
resultante se filtro; el sélido se lavé con agua y se secd para dar el compuesto final. Rendimiento: 36 mg, 69 %.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2572615713

Esquema 2 - El Esquema 4 se omitié de forma intencionada.

Esquema 5: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 5E
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Procedimiento representativo para el Esquema 5: Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-
carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (5E, Ar1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo, R = H).

Etapa 1: Sintesis de 1-(4-bromofenil)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona (5A). A una soluciéon de 4-bromofeniletanona
(112,6 g, 570 mmol) y furano-2-carbaldehido (58,5 g, 610 mmol) en metanol (1,51) se afadi6 CHsONa (31 g,
570 mmol) durante 10 min y la solucién de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla
de reaccién se neutralizé con HCI conc. a pH =7, y el disolvente se retir6 a presion reducida. Al residuo resultante
se anadié EA y agua. La fase acuosa se extrajo con EA durante 3 veces. Las fases combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSO4, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de
silice (PE (éter de petréleo) : EA (acetato de etilo) = 10:1) para proporcionar 1-(4-bromofenil)-3-(furan-2-il)prop-2-en-
1-ona (5A) en forma de un sélido de color amarillo (90,2 g, 65 %).

Etapa 2: Sintesis de 7-(4-bromofenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo (5B). A una solucién del compuesto 1-(4-
bromofenil)-3-(furano-2-il)prop-2-en-1-ona (5A) (20,0 g, 72,2 mmol) en etanol (160 ml) se afadié HBr (48 % en agua,
40 ml). La mezcla resultante se agit6é a reflujo durante 8 h, y a continuacion la solucién de reacciéon se concentro al
vacio. Al residuo se afiadio NaHCOs sat. a pH = 7 y se extrajo con EA. Las fases organicas combinadas se lavaron
con salmuera, se secaron sobre MgSOs4, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de
silice (PE:EA = 5:1) para proporcionar 7-(4-bromofenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo (5B) en forma de un soélido de
color amairillo (7,0 g, 28 %).

Etapa 3: Sintesis de 3-(5-(4-Bromofenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (5C,
Ar1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo). A una solucion de 7-(4-bromofenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo (5B) (3,41 g,
10 mmol) y 4-amino-3-metilbenzamida (1,65 g, 11 mmol) en 50 ml de etanol se afiadi6 TsOHH20 (570 mg, 3 mmol).
La solucion de reaccién se agité a reflujo durante una noche y a continuacién se concentré al vacio. El residuo
resultante se neutraliz6 con NaHCOs sat. y se extrajo con Acetato de Etilo. Las fases organicas se lavaron con
salmuera, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (DCM:PE = 1:1) para
proporcionar 7-(4-bromofenil)-4,7-dioxoheptanoato de estilo en forma de un sélido de color palido (2,80 g, 61 %).

Etapa 4: Sintesis de 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de
etilo (5D, Ar1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo, R = H). A una mezcla de 7-(4-bromofenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo
(4,54 g, 10 mmol) e imidazol (2,04 g, 30 mmol) en DMSO (50 ml) se afadieron L-prolina (0,345 g, 3 mmol), Cul
(1,14 g, 6 mmol) y K2CO3 (2,76 g, 20 mmol). La mezcla resultante se agitdé en atmosfera de N2 a 100 °C durante una
noche, se enfrié a temperatura ambiente, se filtr6 con ese concentro al vacio. El residuo se disolvié en acetato de
etilo y se afiadi6 NaHCO3 acuoso saturado hasta pH = 8,5. La mezcla se filtr6 y la fase acuosa resultante se extrajo
con EA (5 veces). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSOQOs4, se
concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (DCM:MeOH = 30:1-20:1) para
proporcionar 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo en forma de
un solido de color palido (1,6 g, 36 %).
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Etapa 5: Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico
(5E, Ar1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo, R = H). A una soluciéon del compuesto 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-
carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propancato de etilo (22,0 g, 48,3 mmol) en THF/H20 (v/v=1/1, 220 ml) se
anadi6 LiOH-H20 (4,15 g, 96,6 mmol). La solucién de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 h. EI THF
se retiré a presion reducida y la solucién acuosa se acidifico con HCI al 10 % a pH =5. El soélido se filtr6 y se
recristaliz6 a partir de THF y agua [1:1 (v/v)] para proporcionar acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-
metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico en forma de un sélido de color amarillo (11,35 g, 55 %).

Esquema 6: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 6H
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Procedimiento representativo para el Esquema 6: Sintesis de acido 3-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-
carbamoil-2-metil-fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico.

Etapa 1: Sintesis de 3-metil-4-(1H-pirrol-1-il)benzamida (6A). El 2,5-dimetoxi-tetrahidrofurano (106 g, 80 mmol) se
afnadi6 a la solucion de 4-amino-3-metilbenzamida (100 g, 66,7 mmol) en AcOH (300 ml). La mezcla se agité a 80 °C
durante aproximadamente 1,5 h y a continuacion se enfri6 a temperatura ambiente. La solucion de Na:COs se
afadio gota a gota a 0 °C y se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las fases organicas combinadas se lavaron
con salmuera, se secaron sobre NaxSO4, se concentraron y se lavaron con éter de petroleo. El sélido resultante se
filtr6 y se secé para proporcionar 3-metil-4-(1H-pirrol-1-il)benzamida en forma de un soélido de color palido (89,7 g,
rendimiento de un 67 %).

Etapa 2: Sintesis de 4-(2-formil-1H-pirrol-1-il)-3-metilbenzonitrilo (6B). Se afiadié6 POCIs (65 g, 427 mmol) a DMF
(34 ml) a 0 °C durante 30 min. Después de la adicién, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1,1 h, y a
continuacion se enfridé a 0 °C. Una solucion de 3-metil-4-(1H-pirrol-1-il)benzamida (6A) (42,7 g, 213,5 mmol) en DMF
(150 ml) se anadié a 0 °C y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 20 min, y a continuacién
se calent6 a 80 °C durante 1 h. La solucion se enfrié a temperatura ambiente y a continuacion se afiadié Na2COs sat.
a 0°C hasta pH=8. La mezcla se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las fases organicas combinadas se
lavaron con NaHCOs sat. y salmuera, se secaron sobre NaxSO4, se concentraron y se purificaron por cromatografia
en columna sobre gel de silice (PE:EA =10:1) para proporcionar 4-(2-formil-1H-pirrol-1-il)-3-metilbenzonitrilo en
forma de un so6lido de color amarillo (30,5 g, rendimiento de un 68 %).

Etapa 3: Sintesis de 3-(1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)acrilato de etilo (6C).

Método A: La mezcla de 4-(2-formil-1H-pirrol-1-il)-3-metilbenzonitrilo (15 g, 71,4 mmol) y (carbotoximetilen)-
trifenilfosforano (27,5 g, 78,6 mmol) en tolueno se calentdé a 100 °C durante una noche. A continuacion se enfrio a
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temperatura ambiente, se concentr6 y se purifico por cromatografia en columna sobre gel de silice (PE:EA = 5:1)
para proporcionar 3-(1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)acrilato de etilo en forma de un aceite de color amarillo
(19,8 g, 98 %).

Método B: A una mezcla de 4-(2-formil-1H-pirrol-1-il)-3-metilbenzonitrilo (24,5 g, 116,7 mmol), DMAP (2,9 g,
23,3 mmol) y monoetil malonato potasico (99,2 g, 583,3 mmol) en DMF (600 ml) se afadi®6 AcOH (35,0 g,
583,3 mmol) y piperidina (29,8 g, 350 mmol). La mezcla resultante se calenté a 80 °C y se agit6 durante 48 h. La
mezcla de reaccion se vertié en agua enfriada y se extrajo con acetato de etilo (800 ml x 3). Las fases organicas
combinadas se lavaron con NaHCO:s sat. y salmuera, se secaron sobre Na2S04, se concentraron y se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice (PE:EA = 5:1) para proporcionar 3-(1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-
il)acrilato de etilo en forma de un aceite de color amarillo (21,8 g, 67 %).

Etapa 4: Sintesis de 3-(-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (6D). A una solucién de 3-(1-(4-
ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)acrilato de etilo (6C) (8,0 g, 28,6 mmol) en etanol se afiadi6 Pd al 10 %/C (0,8 g). La
mezcla se agitd en una atmoésfera de H2 durante 30 min a temperatura ambiente y se filtrd. El filtrado resultante se
concentré a sequedad proporcionando el producto en bruto de 3-(1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de
etilo (7,5 g), que se usd para la siguiente etapa sin purificacion adicional: CL-EM m/z 283,0 [M+H] *, pureza de un
68 %.

Etapa 5: Sintesis de 3-(5-bromo-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (6E). Se afiadi6 NBS
(4,76 g, 1 equiv.) en porciones a una solucion de 3-(1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo en DMF
a 0°C durante 45 min. Después de la adicion, la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 30 min, a
continuacién se vertié en agua, y se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las fases organicas combinadas se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>SOs4, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna
sobre gel de silice (PE:EA = 15:1) para proporcionar 3-(5-bromo-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de
etilo en forma de un sélido de color blanco.

Etapa 6: Sintesis de 3-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo. A
una suspension de 3-(5-bromo-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (400 mg, 0,665 mmol), acido
3,4-metilendioxilfenilbérico (143 mg, 0,864 mmol), bicarbonato sédico (560 mg, 5,32 mmol) en disolvente (4 ml) se
afiadié Pd(PPhs)s (60 mg, 0,199 mmol). La reaccion se desgasificé y se calentdé a reflujo durante 5h. La TLC
mostraba que la reaccion era completa. Se afadié agua (4 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (5 ml x 3).
Las fases organicas combinadas se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron para obtener un
aceite de color marrén, que se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice para proporcionar 3-(5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo en forma de un aceite incoloro
(308 mg, 69 %).

Etapa 7 y Etapa 8: Sintesis de acido 3-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-
il)propanoico. A una mezcla de 3-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de
etilo (100 mg, 0,249 mmol) y carbonato potasico (52 mg, 0,373 mmol) en DMSO (1 ml) se afadié H202 acuosa al
30 % (28,2 mg, 0,249 mmol). La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La TLC mostraba
que la reaccién era completa. Se afadié agua (7 ml) y precipité un sélido de color blanco. La suspensiéon se
centrifugd y la fase acuosa se descartd. El solido resultante se secéd al vacio para proporcionar el compuesto
intermedio de amida en forma de un soélido de color blanco (85 mg, rendimiento de un 81 %). A la mezcla de este
compuesto intermedio en H20 (0,6 ml) y THF (0,6 ml) se afiadié6 LiOH-H20 (10 mg, 0,238 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante una noche. THF se evapor6 al vacio. El residuo se acidificé a
pH = 4 con acido clorhidrico al 5 %, se centrifugd y se seco para proporcionar acido 3-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-
(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico en forma de un soélido de color blanco (46 mg, rendimiento global
de un 47 %).

Esquema 7 - El Esquema 8 se omitié de forma intencionada.
Esquema 9a: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 9a-C
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Procedimiento representativo para el Esquema 9a: Sintesis de acido 3-[1[(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-
pirazol-1-il)-1Hpirrol-2-il]-propidnico.

Sintesis de éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-pirazol-1-il-fenil)-1H-pirrol-2-il]-
propidnico (9a-B, Ar = 1H-pirazol-1-ilo). Se disolvi6 N,N-dimetil-ciclohexano-1,2-diamina (11 mg, 0,08 mmol) en
DMSO y se les clasifico con burbuje6 de argon a través de la solucion durante 2 minutos. A continuacién, la solucién
resultante se afadi® a una mezcla de éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-yodo-fenil)-1H-
pirrol-2-il]-propiénico (que se prepar6é de acuerdo con las primeras 3 etapas del Esquema 1, R2 = 4-yodo-fenilo, y
R1=4-carbamoil-2-metilfenilo) (150 mg, 0,29 mmol), pirazol (500 mg, 7,5 mmol), yoduro de cobre (11 mg,
0,06 mmol), y carbonato potasico (86 mg (0,61 mmol) y la mezcla de reaccion resultante se desgasifico de nuevo
durante 2 minutos con burbujeo de gas argén a través de la solucién. A continuacién, la mezcla de reaccién se
sometioé a radiacién de microondas durante 30 minutos a 120 °C. A continuacién, la mezcla de reaccién se afadio a
agua (10 ml), se extrajo en acetato de etilo (3 x 10 ml). Los extractos de acetato de etilo se combinaron, se lavaron
con agua (5 ml) y a continuaciéon con salmuera (5 ml). A continuacion, la fase organica se sec6 sobre MgSOas. La
cromatografia (cartucho Sep-Pak de 5 g de silice) con diclorometano y a continuacién con metanol al 1 % en
diclorometano proporciona compuesto intermedio puro, éster de etilo del acido 3-[1[(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-
pirazol-1-il)-1Hpirrol-2-il]-propionico (26 mg, 20 %).

Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-pirazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (9a-C,
Ar = 1H-pirazol-1-ilo). El éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-pirazol-1-il-fenil)-1H-pirrol-2-il]-
propiénico (24 mg, 0,06 mmol) se hidrolizé usando el procedimiento que se ha descrito anteriormente en la etapa
final del esquema 1 para dar el compuesto del titulo, acido 3-[1[(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(4-pirazol-1-il)-1H-pirrol-
2-il]-propionico (18 mg, 75 %).

Esquema 9b: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 9b-C

o/ o OH
f R ArH = heterociclo i Y | L \
. N o aromatico . N O i N
i,
Y g Cul, KO3 W5  —— s
Br N, N7 Aar Ar
MH2
b-A  FTNHZ  icroondas 120-150°C, 30 min 00D PTNH2 e

Procedimiento representativo para el Esquema 9b: Sintesis de acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(5-
imidazol-1-il-tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il]-propiénico.

Sintesis de éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(5-imidazol-1-il-tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il]-
propionico. Se prepard usando el mismo protocolo que en la Etapa 1 del Esquema 9a excepto en que se parte de
3-(5-(5-bromotiofen-2-il)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (que se preparé de acuerdo
con las primeras 3 etapas del Esquema 1, Rz = 5-bromotiofen-2-ilo, y R1= 4-carbamoil-2-metilfenilo).

Sintesis de acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(5-imidazol-1-il-tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il]-propiénico. El
éster de etilo del acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(5-imidazol-1-il-tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il]-propiénico se
hidrolizé de acuerdo con el procedimiento descrito en la etapa final del esquema 1 para dar el compuesto del titulo,
acido 3-[1-(4-carbamoil-2-metil-fenil)-5-(5-imidazol-1-il-tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il]-propiénico.
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Esquema 10 - El Esquema 18 se omitié de forma intencionada.

Esquema 19: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 19F

. o L HMDS, THF
UJ\F I _-I.-'g C NalOEt,

Cl
T one, i

0._° pTSA, MeOH/EtOH
HCI 3N THF ED C
A O th,r NH?
o o
18C n
Arz M o Arz M 5
KsCO4, yodoetano
DM NaQH, MeCH
0" 'NH; 0% “NH,
19E 18F

Procedimiento representativo para el Esquema 19: Sintesis de acido 3-[5-Benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-2-
metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico (19F, Ar2 = benzotiazol-6-ilo).

Sintesis de Benzotiazol-6-carbonilo cloruro (19A, Ar2 = benzotiazol-6-ilo). En una atmosfera de nitrégeno, el
acido benzotiazol-6-carboxilico (1,014 g, 5,6 mmol) se disolvié en cloruro de metileno (25 ml). Se afiadieron cinco
gotas de N,N-dimetilformamida. Se afadié lentamente cloruro de oxalilo (0,5 ml, 5,6 mmol). Después de 2 h, la
reaccion se calentd a 30 °C durante 16 h. La reacciéon se concentré al vacio para producir cloruro de benzotiazol-6-
carbonilo (1,665 g, cuant., polvo de color amarillo claro).

Sintesis de 7-(Benzotiazol-6-carbonil)-1,4-dioxa-espiro[4,5]decan-8-ona (19B, Ar2 = benzotiazol-6-ilo). En una
atmosfera de nitrégeno, hexametildisilazida de litio (2,4 ml, 2,4 mmol) se mezclé con THF (5 ml). La reaccion se
enfrid a -78 °C. Se afadio acetal de 1,4-ciclohexano-diona y monoetileno (374 mg, 2,4 mmol), disuelto en THF (2 ml)
lentamente a través de un embudo de goteo. La reaccién se agité durante 20 min a -78 °C. A continuacion se puso
una canula a un matraz, enfriado a -78 °C, que contenia cloruro de benzotiazol-6-carbonilo (498 mg, 2,52 mmol)
disuelto en THF (5 ml). Después de la adicion, la reaccion se agito6 a -78 °C durante 1 h, y a continuacion se permitié
que se calentara a temperatura ambiente. Después de 12 h, se afiadi6é agua (30 ml) y se extrajo con acetato de etilo
(3 x 20 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con acido citrico al 10 % (20 ml), agua (20 ml), bicarb
(20 ml), y salmuera (20 ml). A continuacion se secd sobre NaxSOs4, se filtr6 y se concentrd al vacio. El material en
bruto se purificd en columna sobre gel de silice (1:1 de EtOAc/Hexanos) para producir 7-(Benzotiazol-6-carbonil)-1,4-
dioxa-espiro[4,5]decan-8-ona (271 mg, 35 %, sélido de color amarillo claro).

Sintesis de éster de etilo del acido 3-[2-(3-Benzotiazol-6-il-3-oxo-propil)-[1.3]dioxolan-2-il]-propiénico (19C,
Ar2 = benzotiazol-6-ilo). En una atmosfera de nitrégeno, se disolvié 7-(Benzotiazol-6-carbonil)-1,4-dioxa-
espiro[4,5]decan-8-ona (271 mg, 0,85 mmol) en etanol (1 ml). Se afiadi6 una solucién de etoxido sédico 2,43 M
(0,01 ml, 0,03 mmol). Después de 12 h, la reaccién se concentr6 al vacio. El residuo se diluyé con 10 ml de EtOAc/
5 ml de acido citrico al 10 %. Las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc (3 x
3 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con agua (5 ml) y salmuera (5 ml), se secaron sobre Na2SO4, se
filtraron y se concentraron al vacio. El material en bruto se purificé en columna sobre gel de silice (EtOAc al 40 %/
hexanos) para producir éster de etilo del acido 3-[2-(3-Benzotiazol-6-il-3-oxo-propil)-[1,3]dioxolan-2-il]-propiénico
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(100 mg, 38 %, aceite de color amarillo claro).

Sintesis de éster de etilo del acido 7-Benzotiazol-6-il-4,7-dioxo-heptanoico (19D, Ar2 = benzotiazol-6-ilo). En
una atmésfera de nitrogeno, el éster de etilo del acido 3-[2-(3-Benzotiazol-6-il-3-oxo-propil)-[1.3]dioxolan-2-il]-
propioénico (19C) (100 mg, 0,28 mmol) se disolvi6 en THF (1 ml). N Se afadi6 HCI 3 y se agit6 a temperatura
ambiente. Después de 12 h, la reaccion se diluy6é con agua y se extrajo con EtOAc (3 veces). Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na:SO4, se filtraron y se concentraron al vacio para dar
éster de etilo del acido 7-Benzotiazol-6-il-4,7-dioxo-heptanoico (52 mg, 58 %, sélido de color rojo oscuro; 2/3 como
éster de etilo, 1/3 como acido carboxilico).

Sintesis de éster de etilo del acido 3-[5-Benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico
(19E, Ar2 = benzotiazol-6-ilo). En un vial de 4 ml, purgado con nitrégeno, se disolvio éster de etilo del acido 7-
Benzotiazol-6-il-4,7-dioxo-heptanoico (52 mg, 0,16 mmol) en 2 ml de etanol. Se afadieron acido p-toluenosulfénico
(pTSA) (9,9 mg, 0,05 mmol) y 4-amino-3-metilo benzamida (37 mg, 0,24 mmol). El vial se tap6 fuertemente y se
calent6 a 80 °C en un bario de aceite. Después de las 12 h, la reaccién se enfri6 y se concentré al vacio. El material
en bruto se disolvio en N, N-dimetilformamida (1 ml). Se afadié carbonato potasico (44 mg, 0,32 mmol). A
continuacion, se afadié yodoetano (0,01 ml, 0,17 mmol). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 12 h.
La reaccion se diluyé con agua y se extrajo con etilo acetato. Las fases organicas combinadas se lavaron con agua,
salmuera y se secaron sobre NaxSOs4, se filtraron y se concentraron al vacio. El producto en bruto se purifico en
columna sobre gel de silice (IPA al 5 %/CH2Cl2) para dar éster de etilo del acido 3-[5-Benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-
2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico (19E, Ar2 = benzotiazol-6-ilo) (42 mg, 73 % en 2 etapas, sélido de color rojo).

Sintesis de acido  3-[5-Benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-propionico  (19F,
Ar2 = benzotiazol-6-ilo). El éster de etilo del acido 3-[5-benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-
propiénico (19E) (42 mg, 0,10 mmol) se hidrolizé de acuerdo con el procedimiento que se ha descrito anteriormente
en la etapa final del esquema 4, para dar el compuesto del titulo, acido 3-[5-Benzotiazol-6-il-1-(4-carbamoil-2-
metilfenil)-1H-pirrol-2-il]-propiénico (23 mg, 59 %, polvo de color castario claro).

Esquema 20: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 20C

[\ I\ /A
Ars” N CO,H HFQ/D\/\CﬂzH ArﬁmcﬂzH

M M
Me Me  pMeso,Cl Me
NaOH, NaCIO 2
- Piridina
CONH, NH, HN:S:ME
20A 20B 20c 9 kel

Procedimiento representativo para el Esquema 20: Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(2-metil-
4-(metil-sulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (20C, Ar2 = 4-(1H-imidazol-1-il)fenilo).

Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-amino-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (20B,
Ar2 = 4-(1H-imidazol-1-il)fenilo). Se afadié acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-
pirrol-2-il)propanoico (20A, preparado de acuerdo con el Esquema 5, Ar2 = 4-carbamoil-2-metilfenilo) (3,88 g,
9,37 mmol) a NaOH ac. (4,12 g, 103,09 mmol, disolviendo en 50 ml). A continuacion, se afiadié NaCIO ac. al 11 %
(28,83 g, 42,17 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se mantuvo a 0~10 °C durante 1 h, a 35°C durante 1hy a
75 °C durante 30 min. Después de enfriar a temperatura ambiente, la reaccion se acidificé con acido clorhidrico al
10 % a pH = 7,0 y se filtr6 para retirar la impureza soélida. El filtrado se acidificé adicionalmente con acido clorhidrico
al 10 % a pH = 5,0 y apareci6é un nuevo precipitado. El precipitado se filtr6 y se secé para proporcionar 20B, Ar2 = 4-
(1H-imidazol-1-il)fenilo en forma de un polvo de color gris (3,20 g, 88 %).

Sintesis de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico
(20C, Ar2 = 4-(1H-imidazol-1-il)fenilo). A una solucién de piridina (2 ml) y CHzSO2CI/DCM (v/v = 1/100, 5 ml) se
afadié una solucion de acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-amino-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (20B)
(250 mg, 0,74 mmol) en piridina 2 ml) a 0°C. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Los
disolventes se retiraron a presién reducida y el solido resultante se acidificé con acido clorhidrico al 10 % a pH = 5,0.
El precipitado resultante se aisl6 en centrifugadora, se aclar6 con agua, se sec6 a presion reducida para
proporcionar 20C, Ar2 = 4-(1H-imidazol-1-il)fenilo en forma de un polvo de color marrén (40 mg, 13 %).
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Esquema 21 - El Esquema 32 se omitié de forma intencionada.

Esquema 33: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 33C

OH .|'r "l., OR5 jlf \L ORy
2 N COLEt =N 0. Et
| 2 i 2 CO.H
Rt & R R ) & LOHH,0 R, ) 2
K00,/ Acetona
334 i 11B THF/H2O 3¢

Procedimiento representativo para el Esquema 33: Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-
cloro-2-metoxifenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (33C, R1 =4-carbamoil-2-metilfenilo, R2 = 4-cloro, R3 = metilo).

Sintesis de 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-hidroxifenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (33A, R1
=4-carbamoil-2-metilfenilo, R2 = 4-cloro). Se preparé siguiendo el esquema 1 a 1C, R1 =4-carbamoil-2-metilfenilo,
R2 = 4-cloro-2-hidroxifenilo.

Sintesis de 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-metoxifenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (33B, R1
=4-carbamoil-2-metilfenilo, R2 = 4-cloro, R3 = metilo). Se disolvid6 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-
hidroxifenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (300 mg, 0,704 mmol) en acetona. Se afiadieron carbonato potasico
(146 mg, 1,056 mmol) y yoduro de metilo (299 mg, 2,112 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante una
noche. Cuando TLC indicaba que la reacciéon era completa, la mezcla se filtr6, se evaporé al vacio. El residuo se
repartié entre acetato de etilo (20 ml) y agua (5 ml). La fase organica se seco6 con sulfato de magnesio, se filtré y se
concentré para proporcionar 33B, R1 =4-carbamoil-2-metilfenilo, R2 = 4-cloro, R3 = metilo en forma de un aceite de
color amarillo (295 mg, rendimiento de un 95 %).

Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-metoxifenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (33C, R1
=4-carbamoil-2-metilfenilo, R2 = 4-cloro, R3 = metilo). La hidrélisis se completd siguiendo la etapa final del
Esquema 5 para dar el compuesto del titulo.

Esquema 34: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 34C

Cu,0, PEG,
/R quinolin-8-ol, 3 Esquema 5,
r:-‘kr;(p\/\c OqEt KoCOy ArQ\/\G O.Et  Ftapa s Arﬁ@\/‘ COLH
X L T A ! L —_ \
R1 NMP, (5] R, -E'l.l'g R,
344 microondas |
120°-140°, 2 - 6h 348 34C

Preparado con el Esquema 1,
Etapas 1-3

Procedimiento representativo para el Esquema 34: Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-
ciclopropil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (34C, Ar1-X = 4-bromofenilo, Ar2 es 2-ciclopropil-
1H-imidazol-1-ilo, R1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo).

Sintesis de 3-(5-(4-bromofenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (34A, R1 =4-
carbamoil-2-metilfenilo, Ar1-X = 4-bromofenilo). Se prepar6 siguiendo el Esquema 1, etapas 1-3.

Sintesis de 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-ciclopropil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato
de etilo (34B, Ar1-X = 4-bromofenilo, Ar2 es 2-ciclopropil-1H-imidazol-1-ilo, R1 = 4-carbamoil-2-metilfenilo. A
una mezcla de 34A (Ar2 = 4-bromofenilo) (455 mg, 1,0 mmol) y 2-ciclopropil-1H-imidazol (para la sintesis véase el
Método 14) (324 mg, 3,0 mmol, 3,0 equiv.) en NMP (4 ml) se afadi6 8-hidroxiquinolina (22 mg, 0,15 mmol,
0,15 equiv.), Cu20 (282 mg, 0,1 mmol) y K2COs (166 mg, 1,2 mmol) y PEG-2000 (50 mg). La mezcla resultante en
atmosfera de N2 se irradié con microondas a 128 °C durante 6,6 h, se enfri6 a temperatura ambiente y se diluy6é con
THF (10 ml) y agua (10 ml). La mezcla se filtré y la fase acuosa resultante se extrajo con EA (30 ml 3 5). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera (20 ml), se secaron sobre MgSQOa, se filtraron, se concentraron y se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH : CH2Cl2=1 : 15) para proporcionar el
compuesto deseado en forma de un soélido de color amarillo (190 mg, rendimiento de un 39 %).

Sintesis de acido  3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-ciclopropil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-

il)propanoico (34C, Ar1-X =4-bromofenilo, Ar2 es 2-ciclopropil-1H-imidazol-1-ilo, R1 =4-carbamoil-2-
metilfenilo). La hidrolisis se completo6 siguiendo la etapa final del Esquema 5 para dar el compuesto del titulo.
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El Esquema 35 se omitié de forma intencionada.

Esquema 36: Un esquema general para preparar inhibidores de GSNOR con estructura 36D

Q 0 NH.
Br—ar; CO.Et ArH Arz=af, CO,Et Ry _
] = Zn{OTf}e, EtOH
5 36a Cul, L-prolina , KzCO4 MW 120°C, 2 h
Dioxano, 110°C, 48 h
Preparado con el Esquema 1, 1oxane 3B O 0
Etapa 1y 2 a menos que AcOH, 120°C,
se indigque de otro modo noche
Ar o\ Ar A\
E\Arrip\/‘coz_a E\Arxp\/kcozH
! LiOH (1,01 eq.) I
R1 - H'I
38C THF/H,O, ta, 6 h 36-D

Procedimiento representativo para el Esquema 36: acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-oxooxazolidin-
3-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico.

Sintesis de 4,7-dioxo-7-(4-(2-oxooxazolidin-3-il)fenilo)heptanoato de etilo. A una mezcla de 7-(4-bromofenil)-
4,7-dioxoheptanoato de etilo ((36A, en la que Ar1-Br = 4-bromofenilo, véase también el compuesto 5B, Esquema 5)
(1,50 g, 4,4 mmol) y oxazolidin-2-ona (575 mg, 6,6 mmol) en dioxano (5 ml) se afadieron L-prolina (50 mg,
0,44 mmol), Cul (42 mg, 0,22 mmol) y K2COs (1,22 g, 8,8 mmol). La mezcla resultante se agité en atmosfera de N2 a
110 °C durante 48 h y a continuacion se evapor6. El residuo se diluyé con EA/agua (40 ml/40 ml). La mezcla se filtro
y la fase acuosa resultante se extrajo con EA (30 ml x 5). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera,
se secaron sobre Na2SO4, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (DCM
puro con respecto a DCM : MeOH = 30:1) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
blanco (158 mg, rendimiento de un 10 %).

Sintesis de 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-oxooxazolidin-3-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo. A
una solucién de 4,7-dioxo-7-(4-(2-oxooxazolidin-3-il)fenil)heptanoato de etilo (158 mg, 0,43 mmol) y 4-amino-3-
metilbenzamida (130 mg, 0,68 mmol) en EtOH (1 ml) se afadié Zn(OTf)2 (313 mg, 0,86 mmol). La mezcla se calent6
a 120 °C con microondas durante 2 h. Después de la evaporacion a presion reducida, el producto en bruto se
purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (DCM : MeOH = 20:1) para proporcionar el compuesto del
titulo en forma de un soélido de color amarillo (77 mg, rendimiento de un 39 %).

Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-oxooxazolidin-3-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico. A
una solucion de 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-oxooxazolidin-3-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo
(67 mg, 0,15 mmol) en THF/H20 (1 ml, v/iv = 1/1) se afiadi6 monohidrato de hidroxido de litio (7 mg, 0,15 mmol). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 6 h. THF se evapor6 al vacio. El residuo se acidifico a pH =5 con
acido clorhidrico al 5 %, se concéntrese purificé por TLC preparativa para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un so6lido de color marrén (24 mg, rendimiento de un 39 %).

Esquema 36A: Condiciones alternativas para preparar Compuestos intermedios similares al Compuesto 36B
(Esquema 36 mencionado anteriormente).

’ o}
0 0 o
R M ™
0 0
~ \ﬁj s!
0 piridina / DMSO
F Imicroondas 150°C, 7 horas

F
=] M
F )
M
Procedimiento representativo para el Esquema 36A: Sintesis de 7-(3-fluoro-4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-4,7-
dioxoheptanoato de etilo (R= H). El 7-(3,4-difluorofenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo (351 mg) se traté con imidazol

(241 mg) y piridina (395 mg) en DMSO (3 ml) a 150 °C durante 7 h con un calentamiento con microondas. La mezcla
resultante se diluydé con agua (12 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml X 3). Después de retirar los disolventes, la
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mezcla se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc, para proporcionar el
producto deseado, 7-(3-fluoro-4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-4,7-dioxoheptanoato de etilo (279 mg, 68 %) en forma de
sélidos de color marrén.

Esquema 37 - El Esquema 38 se omiti6 de forma intencionada.

Esquema 39: Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-(dimetilamino)fenil)-1H-pirrol-2-
il)propanoico

NH; ~N T
I\ 7y o\
M CDgEt N CO.Et N COOoH
i Me cl Me Cl Me
MaBH:CH HCHO 37% Esquema 6,
AcOH, CHiCN Etapas 7y 8
CN ta, noche CN EEET Ha
16-4 (Método 16) JoA

Sintesis de 39A. A una mezcla de 16-4 (Método 16) (200 mg, 0,419 mmol), NaBHsCN (53 mg, 0,838 mmol), HCHO
al 37 % (1,5 ml, 2,095 mmol) en CH3CN (5 ml) se afiadié6 AcOH (0,5 ml). Después de agitar a temperatura ambiente
durante una noche, la solucién se concentré y se diluy6é con agua (15 ml), se extrajo con acetato de etilo (10 ml 3 4).
La fase organica se separ6 y se seco, se purifico con TLC preparativa (PE : EA =1 : 1) para proporcionar 39A en
forma de un aceite de color amarillo (97 mg, 49 %).

Sintesis de 39B. Se siguio el procedimiento descrito en las dos ultimas etapas del Esquema 6 (etapas 7 y 8), con
una purificacion del producto final con HPLC preparativa.

Esquema 40: Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-formamidofenil)-1H-pirrol-2-
il)propanoico

o)
O
NH; L H'J'I‘NH
K H™ "NH 7 A
N CO,EL N COOH
al Me ] ':C-"EEI! o Me
M
HCOH/  C ® 1. K,CO5 M0, 30%
Ac;O DMSO
CN I 2. LIOH THFH,0 CONH,
16-4
40B
{(Método 16) 40A

Sintesis de 3-(5-(4-cloro-2-formamidofenil)-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo (40A):
Una mezcla de Ac20 (301 mg, 2,948 mmol) y HCO2H (226 mg, 4,914 mmol) se agité6 a 55 °C durante 5 min. La
mezcla se afnadio a la solucion de 16-4 (para la sintesis véase el método 16) (300 mg, 0,737 mmol) en THF (6 ml) y
se agité a 55°C durante 10 min. La TLC mostraba que la reaccion era completa. Los compuestos volatiles se
retiraron a presion reducida, y el residuo se disolvié en EA (50 ml), se lavé con NaHCOs3 sat. (10 ml x 3) y salmuera
(10 ml). La fase organica se sec6 sobre Na>SO4 anhidro, se filtr6 y se concentro para proporcionar el producto en
bruto en forma de un sélido de color amarillo (320 mg, rendimiento: 99 %) que se us6 para la siguiente etapa
directamente.

Sintesis de acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-cloro-2-formamidofenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico (40B):
Véase la metodologia descrita en las ultimas etapas del Esquema 6 (6F — 6H).

Los siguientes métodos se usaron para preparar compuestos intermedios que se usaron en los Esquemas
mencionados anteriormente como se indica en la Tabla.
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Método 1 - El Método 11 se omitié de forma intencionada.

Método 12: Sintesis de 2-cloro-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)anilina

C'j@z ’?’E E'K\ EE:&

Pd(dppf);Cly DCM
KOAc, 100°C, noche )
121 Dioxano/H,0=9/1 12:2

H,N

Compuesto 12-2. Una solucion de 12-1 (12,3 g, 0,06 mmol), Bis(pinacolato)diboro (18,3 g, 0.072 mol), KOAc
(11,75 g, 0,12 mmol) y Pd(dppf)2Cl-DCM (2,0 g, 2,45 mmol) en dioxano/H20 (v/v =9/1, 100 ml) se agit6 a 80 °C
durante una noche. La TLC mostraba que la reaccion era completa. La mezcla se evapord para proporcionar un
aceite de color marrén. Se afiadié agua (60 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (60 ml x 3). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre MgSOs, se filtraron, se concentraron y se purificaron por cromatografia en
columna sobre gel de silice (PE:EA = 10:1) para proporcionar 12-2 en forma de un sélido de color amarillo (9,1 g,
60 %).

Método 13 - El Método 14 se omitié de forma intencionada.

Método 15: Sintesis de 1-(4-bromo-2-metoxifenil)etanona

O
on » DJLME OH O O
AcCl, piridina 3
AICl;, 140°C, 3h Me Mel DMF, KECD3 /@)\
ta, 18h
B & Br ta, noche
151 15-2 15-3

Compuesto 15-1. A una suspension agitada de 3-bromofenol (50 g, 0,29 mol) en piridina (200 ml) y diclorometano
(100 ml) se afadi6 gota a gota cloruro de acetilo (25 ml, 0,35 mol) a 0 °C y la mezcla se agit6 18 h a temperatura
ambiente. La CL-EM mostraba que la reaccién era completa. La piridina y el diclorometano se evaporaron al vacio.
Se afiadi6 agua (600 ml) se afadié y se acidifico con acido clorhidrico a pH 2. La mezcla de reaccién se extrajo con
acetato de etilo (500 ml x 3) y la fase organica se secd sobre sulfato soédico anhidro, se filtrd, se concentr6 y se
purificé por cromatografia en columna (PE:EA = 60:1) para proporcionar compuesto 15-1 en forma de un liquido
incoloro (46 g, 74 %).

Compuesto 15-2. Una suspension agitada del compuesto 15-1 (46 g, 0,0,21 mol) y cloruro de aluminio anhidro en
polvo (57 g, 0,42 mol) se calenté a 160 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se
vertié en hielo (200 g) y agua (800 ml) y se purificé con acido clorhidrico a pH 7. La reaccién se extrajo con acetato
de etilo (500 ml x 3) y la fase organica se lavd con bicarbonato sédico saturado, se secd sobre sulfato sédico
anhidro, se filtr6, se concentr6 y se purificé por cromatografia en columna (PE:EA = 60:1) para proporcionar el
compuesto 15-2 en forma de un sélido de color verde claro (35,1 g, 76 %).

Compuesto 15-3. Una suspension del compuesto 15-2 (25 g, 0,12 mol) y carbonato potasico (24 g, 0,18 ml) en DMF
anhidra (20 ml) se anadio a Mel (22,6 ml, 0,23 mol) y la mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante
una noche. La LCMS mostraba que la reaccién era completa. A continuacion, se vertié agua (300 ml) y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo y la fase organica se lavd (200 ml x 3) y la fase organica se lavé con cloruro sédico
saturado, se seco sobre sulfato sédico anhidro, se filtrd, se concentré para proporcionar el compuesto 15-3 en forma
de un solido incoloro (26,1 g, 98 %).
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Método 16: Sintesis de 3-(5-(2-amino-4-clorofenil)-1-(4-ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo

Br
0N iﬂ .\H'EI % GE MH, _Il" 'Il'
NaBH,  NiC} N.mz \© O-g PA{PPN);, NasCOy /@x@v\:%n
EfH, ta KO.-"'-I: F’dl:dl:lpf'ﬂz DREH20M ol uenofetanal el Bie
C E8%, DMS0, 85°C, 2,5hrs (TSl
0% m|crcu:|nd35 1I]EI"C E0min
16-1 16-2 16-4

CH

Compuesto 16-2. A una solucién de 16-1 (6,50 g, 27,66 mmol) y NiCl2 (7,80 g, 55,3 mmol) en EtOH (50 ml) se
anadi6 NaBH4 (5,60 g, 138,3 mmol) lentamente. La mezcla resultante se agité a 0 °C durante 2 h, se filtr6 y se
concentré a presion reducida. El residuo se disolvié con acetato de etilo (200 ml), se lavé con agua (50 ml x 3), se
seco6 sobre Na2S04, se concentr6 y se purifico en columna sobre gel de silice (PE:EA = 5:1) para proporcionar 16-2
as un solido de color oscuro (3,778 g, rendimiento de un 67 %).

Compuesto 16-3. Una solucion de 16-2 (3,778 g, 18,43 mmol), Bis(pinacolato)diboro (8,5 g, 33,17 mol), KOAc
(3,2 g, 36,86 mmol) y Pd(dppf)2Cl= DCM (500 mg, 0,92 mmol) en DMSO (50 ml) se agité a 85 °C durante 2,2 h. La
TLC mostraba que la reaccién era completa. Se afadié agua (60 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo
(60 ml x 3). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na2SQa4, se filtraron, se concentraron y se purificaron
en columna sobre gel de silice (PE : EA =10 : 1) para proporcionar 16-3 en forma de un solido de color amarillo
(5,0 g, rendimiento de un 100 %).

Compuesto 16-4. A una solucion de 16-3 (7,0 g, 27,7 mmol), Na2COs (11,75 g, 110,8 mmol) y 6E (3-(5-bromo-1-(4-
ciano-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoato de etilo, véase el Esquema 6) (10 g, 21,4 mmol) en DMSO (30 ml) se
afadié Pd(PPhs)4 (3,0 g, 8,31 mmol). Después de desgasificar y recargar con nitrégeno, la mezcla de reaccion se
agit6é a 80 °C durante una noche. La TLC mostraba que la reaccién era completa. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se afadié agua (50 ml) y se extrajo con acetato de etilo (50 ml x 4). Las fases organicas combinadas se
secaron sobre Na2S0y4, se filtraron, se concentraron y se purificaron en columna sobre gel de silice (PE: EA=3:1)
para proporcionar 16-4 en forma de un sélido de color amarillo (3,10 g, rendimiento de un 27 %).

El Método 17 se omitié de forma intencionada.

Método 18: Sintesis de 3-metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenol

OMe OMe ?JQ
Br B(pin),, Pd{dppfi-Cl B

el

HO KO, Dioxano 50°C, 2h HO
18-1 35% 18-2

Compuesto 18-2. Se prepar6 siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito en el Método 12, con dioxano
como disolvente y se purificd por cromatografia en columna (PE:EA = 5:1) para dar un rendimiento de un 35 % del
compuesto deseado.

Método 19: Sintesis de 1-(5-bromotiofen-3-il)etanona

0] Q
Me Br, f NaCAc

// \ HOCAc, ta, noche B / \
S ]

1841 19-2

Me

Compuesto 19-2. A una solucion de 3-acetiltiofeno (2,52 g, 20 mmol, 1,0 equiv.) en HOAc (50 ml) se afiadi6 NaOAc
(2,46 g, 30 mmol, 1,5 equiv.), seguido de bromo (3,2 g, 20 mmol, 1,0 equiv.) gota a gota durante 30 min. La mezcla
se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante una noche. Se afiadi6é agua (150 ml) y la mezcla de reaccion se
agité durante 2 h. El sélido resultante se recogié por filtracién, se aclardé con agua (10 ml) y PE (20 ml) y se secé
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para proporcionar 19-2 en forma de un soélido de color marrén (1,52 g, rendimiento de un 37 %).
Método 20 - El Método 22 se omitié de forma intencionada.

Método 23: Sintesis de N-(4-aminofenil)metanosulfonamida (23-3, R=H) y N-(4-amino-3-
metilfenil)metanosulfonamida (23-3, R = CH3)

NO; NO; NH,
R MsCl Py HCO,NH,, Pdic R
R =H, CHs DCM, ta MeOH, 45°C
I . HN._.Me HN. _Me
NHz N =
oo o o
231 23-2 23-3

Ejemplo representativo para el Método 23: Sintesis de N-(4-aminofenil)metanosulfonamida (23-3, R = H)

Compuesto 23-2, R =H. A una solucion de piridina (50 ml) y MsCI (15,86 g, 139,13 mmol) en DCM (150 ml) se
afadio la solucion de 4-nitrobencenamina (16,0 g, 115,94 mmol) en piridina (100 ml) a 0 °C. La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 4 h. Los compuestos volatiles se retiraron a presion reducida. El residuo se aclar6 con
agua (200 ml x 3) y se seco a presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un polvo de
color amarillo (23,20 g, rendimiento de un 95 %).

Compuesto 23-3, R = H. A una solucién de 23-2, R=H (23,0 g, 106,48 mmol) en MeOH (100 ml) se afiadié Pd al
10 %/C (3,0 g) purgado con N2. A continuacion, se afiadié una solucion de HCO2NH4 (67,0 g, 1,06 mol) en MeOH
(500 ml) gradualmente en bafio de hielo-agua durante 5 min. Después de la adicién, la mezcla se calent6 a 45°C y
se agitdé durante una noche y se filtré. El filtrado se evapor6 a presion reducida para proporcionar un sélido de color
amarillo que se lavé con EA (500 ml x 3). Las fases organicas combinadas se evaporaron a presiéon reducida, se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (PE : EA=1 :2) para proporcionar N-(4-
aminofenil)metanosulfonamida en forma de un s6lido de color amarillo (9,80 g, rendimiento de un 49 %).

Método 24: Sintesis de 1-(3-clorotiofen-2-il)etanona

cl
cl o _
m . )LN'ME BuLi, THF, -40°C~ta ) 0O
S : 44% S
OMe 4.1

Compuesto 24-1. A una solucion de 3-clorotiofeno (4,80 g, 40,48 mmol) en THF (50 ml) se afiadié BuLi (2,5N en
hexano, 17,9 ml) a -30 °C. Después de la adicidn, la mezcla se agité durante 30 min a -10 °C, y a continuacién se
enfrio a -45°C. Se afadi6 N-metoxi-N-metil acetamida (55,0 g, 48,8 mmol) y se permiti6 que se calentara a
temperatura ambiente durante 40 min y se mantuvo durante un periodo adicional de 20 min. Se afiadi6 salmuera
(80 ml) para inactivar la reaccion, se extrajo con EA (60 ml x 3). Las fases organicas combinadas se secaron sobre
Na2S04 anhidro, se filtraron y se concentraron para proporcionar 24-1 (~80 % puro) en forma de un aceite de color
amarillo (6,80 g) que se us6 para la siguiente etapa directamente.
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Método 25: Sintesis de 1-(3-bromo-5-metoxitiofen-2-il)etanona

0
< On  _MeCOCI/Etn PN
HHCI DCM I
251
Br Br
@ 30eq. Br ,M\ 1.1,0 eq. n-BuLiTHF , -78 °C, 3 h i o
- - Br
s CHC, Br™™g"™Br 212eq O | .-78°C.2ha ta s
ta, noche a reflujo /IL. S0 Me
25-2 H 25.1 25-3
Br Br Br
IR
_CHioMe); F 077  MeOMa/OMF BXE _ =
M ——
reflujo durante |3 noche Br 5 o Cul ! Mal MeQ 2 © DM/ H,0 e 5 0
e Me
25-4 25.5 25.6 Me

Compuesto 25-1. A una suspension de clorhidrato de N,O-dimetilhidroamina (100 g, 1026 mmol) en DCM (1000 ml)
se afadio trietilamina (300 ml, 2052 mmol) a 0 °C. Se afiadi6 cloruro de acetilo afiadié gota a gota a la suspension
durante 2 h a 0 °C. Cuando la adiccion era completa, la mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente y se agitd
durante 2 h. La mezcla se lavéd con salmuera (1 1), N HCI (600 ml), salmuera (200 ml) respectivamente y se secd con
sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentrd para proporcionar un aceite de color marrén, que se purificé por
destilacion para proporcionar 25-1 en forma de un liquido incoloro (65 g, 61 %).

Compuesto 25-2. A una solucion de tiofeno (84 g, 1,0 mol) en cloroformo (34 ml) se afiadié gota a gota bromo a
temperatura ambiente durante 3 h. Cuando la adicién era completa, la mezcla se agitd6 a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla se calent6é a 50 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se lavo con NaOH 1 M (ac.
100 ml), salmuera (100 ml x 2) respectivamente. La fase organica se sec6 con sulfato sodico anhidro, se filtrd y se
concentré para proporcionar un aceite de color amarillo claro, que se solidifico en metanol (100 ml). El sélido se filtrd
y se seco al vacio para proporcionar 25-2 (89 g, 56 %).

Compuesto 25-3. El compuesto 25-2 (9,5 g, 30 mmol) se disolvié en THF anhidro (100 ml) y se enfrié a -78 °C. A la
solucion anterior se le afadié n-BuLi (8 ml, 21 mmol) gota a gota durante 30 min y se agit6 durante 30 min. El
compuesto 25-1 se afadi6 gota a gota a -78 °C, agitado durante 30 min y se permitid que se calentara a temperatura
ambiente antes de inactivar con cloruro de amonio saturado. La fase organica se separé y se lavo con salmuera, se
seco con Na2SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd para proporcionar un aceite de color amarillo, que se purifico por
cromatografia en columna (elucion : PE/EA = 10/1) para proporcionar 25-3 en forma de un so6lido de color amarillo
(2,3 g, 28 %).

Compuesto 25-4. A una soluciéon de 25-3 (2,4 g, 8,5 mmol) en metanol (35 ml) se afiadi6 ortoformiato de trimetilo
(15 ml) y TsOH (300 mg, 1,7 mmol). La solucién se calent6 a reflujo durante 10 h. El metanol se evaporé al vacio y el
residuo se repartié entre EA (300 ml) y bicarbonato sédico al 5 % (100 ml). La fase organica se separd, se sec6 con
sulfato sédico anhidro, se filiré y se concentrd para proporcionar 25-4 en forma de un aceite de color amarillo, que se
uso directamente para la siguiente etapa (2,3 g, 82 %).

Compuesto 25-5. A una solucion de 25-4 (6,0 g, 18,3 mmol) en DMF (75 ml) se afiadi6 metoxido sodico (9,9 g,
183 mmol), 6xido cuproso (1,5g, 18,3 mmol) y yoduro sédico (2,8 g, 18,3 mmol). La mezcla se calenté a 100 °C
durante 4 h. La TLC indicaba que la reaccién era completa y la reaccion se interrumpié con salmuera (250 ml). El
solido se filtré y el filtrado se extrajo con acetato de etilo (100 ml x 3). Las fases organicas combinadas se secaron
con sulfato sédico anhidro, se filtraron y se concentraron para proporcionar un aceite de color marrén, que se purificd
por cromatografia en columna (elucién : PE/EA = 3/1) para proporcionar 25-5 en forma de un aceite de color amarillo
claro (1,2 g, 23 %).

Compuesto 25-6. A una solucion de 25-5 (1,2 g, 4,29 mmol) en DCM (8 ml) y agua (10 ml) se afadié acido
trifluoroacético (10 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se afiadi6é bicarbonato
sodico saturado (10 ml) y la fase organica se separd, se seco6 con sulfato sédico anhidro, se filtrd y se concentr6 para
proporcionar un aceite de color marrén, que se purificé por cromatografia en columna (elucién : PE/EA = 10/1) para
proporcionar 25-6 en forma de un sélido de color amarillo claro (750 g, 74 %).
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El Método 26 se omitié de forma intencionada.

Método 27: Sintesis de 4-amino-3-metilbencenosulfonamida

0 = o O
hHz )l‘NH | N /H\NH )LNH

S0CI;, DMF,
Py, Aca0 NalH (1 N) @/ -Sﬂgc,g \ NH4OH
ta,
Homgeg 2l ta,3h THF, ta,1 h
il HO-5=0 NaO-5=0 Cl—5=0
(s o o
271 272 273 274
O
/J_L‘ MH
MNH
HC| ac.

EtOH, BO°C HoN—-5=0
HzN- ﬁ: 0 noche

Q

27.5 27-6

Compuesto 27-2: se afiadié Acz20 (16 ml, 0,16 mol) a la solucion de 27-1 (20 g, 0.107 mol) en 80 ml de piridina. La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. A continuaciéon, se afadié EtOH (40 ml) y el sélido se aislo
por filtracion y se lavé con EtOH para dar 27-2 en forma de un sélido de color marrén (10,3 g, rendimiento de un
56 %).

Compuesto 27-3: el Compuesto 27-2 (10 g, 43,6 mmol) se afiadié a un matraz que contenia NaOH 1 N (36 ml) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. El disolvente se retird y el residuo se lavé con EtOH. El
compuesto 27-3 se aisl6 por filtracion en forma de un sélido de color palido (8,8 g, rendimiento de un 88 %).

Compuesto 27-4: el Compuesto 27-3 (16 g, 63,7 mmol) y DMF (20 ml) se afiadieron a un matraz y a continuacién
se afiadi6 SOCI2 (18,4 g, 155 mol) gota a gota a -30-40 °C. Cuando la adicién era completa, la mezcla se agit6é a
temperatura ambiente durante 2 horas. A continuacién, la mezcla se afiadié a hielo lentamente y aparecié un soélido.
El sélido se aisl6 por filtracion y se sec6 para dar 27-4 en forma de un sélido de color palido (6,0 g, rendimiento de
un 38 %).

Compuesto 27-5: La solucion de 27-4 (6,0 g, 24,2 mmol) en 50 ml de THF se afiadié a 50 ml de NH4OH a 0 °C gota
a gota. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. El disolvente se retir6 a presién reducida y el residuo
se extrajo con EA (30 ml 3 4). La fase organica se seco sobre Na2SOa4 y se filtrd con ese concentro para dar 27-5 en
forma de un so6lido de color pélido (5,1 g, rendimiento de un 93 %).

Compuesto 27-6: Una mezcla de 27-5 (5,1 g, 22,3 mmol), HCI (2 N, 76,5 ml) y EtOH (100 ml) se calent6 a reflujo
durante una noche. A continuacion, la mezcla se neutralizé con Na2COs (ac.) a pH = 8. La mezcla se extrajo con EA
(80 ml x 4), se secd sobre Na:SO4, y se concentré para dar 27-6 en forma de un solido de color palido (4,9 g,
rendimiento de un 100 %).

Método 28: Sintesis de 1-(5-bromo-4-clorotiofen-2-il)etanona (28-2) y 1-(4-clorotiofen-2-il)etanona (28-3)

o
cl o PAC, EIOH,
D NBS, CHCI/ACOH D AcCI, AICl, _AcoNa_ ‘@J\
5 reflujo, '1h 3 DCM, ta, gy % 5
28-3

28-1 noche 28-2

Compuesto 28-1. A una solucion de 3-clorotiofeno (6,52 g, 55 mmol) en CHCIs (30 ml) y AcOH (30 ml) se afadio
NBS (9,80 g, 55 mmol). La mezcla se calenté a reflujo durante 1,1 h, a continuacion se enfri6 a temperatura
ambiente. Se afadié agua (70 ml) se afadio y la mezcla se extrajo con CHCIs (30 ml x 2). Las fases organicas
combinadas se lavaron con NaHCO3 sat. (40 ml) y salmuera (30 ml), se secaron sobre Na2SO4 anhidro, se filtraron,
se concentraron para proporcionar 28-1 en forma de un aceite de color marrén (10,02 g, rendimiento cuantitativo)
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que se uso para la siguiente etapa directamente.

Sintesis de 1-(5-bromo-4-clorotiofen-2-il)etanona (28-2). A una mezcla de 28-1 (10,0 g, 50,6 mmol) y AICls
(8,09 g, 60,7 mmol) en DCM (120 ml) se afiadié gota a gota cloruro de acetilo (4,76 g, 60,7 mmol) durante 5 min a
0 °C. Después de la adicién, la mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente, se lavo con acido
clorhidrico diluido (1,2 N, 150 ml) y salmuera (150 ml), se secé sobre Na2SQO4 anhidro, se filtré y se concentré y se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (PE/EA =20/1 a 3/1) para proporcionar 28-2 en forma
de un sélido de color marrén (8,0 mg, rendimiento: 66 %).

Sintesis de 1-(4-clorotiofen-2-il)etanona (28-3). A una solucién de 28-2 (3,20 mg, 13,36 mmol) en EtOH (70 ml) se
afiadié Pd al 10 %/C (2,50 g) y AcONa (1,10 g, 13,36 mmol). La mezcla de reaccién se agitd en una atmésfera de
hidrégeno a temperatura ambiente durante 3 h, se filtrd, y el filtrado se concentré. El residuo resultante se disolvié en
EA (100 ml) se lavo con NaHCOs3 sat. (40 ml) y salmuera (30 ml), se secd sobre Na2SOs se filtrd, se concentré y se
purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (PE/EA = 30/1 a 5/1) para proporcionar 28-3 en forma de
un aceite de color amarillo (1,32 g, rendimiento: 62 %).

Método 29 - El Método 32 se omitié de forma intencionada.

Método 33: Sintesis de N-(3-metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)formamida

OMe OMe . oM ?SSL
r o H
/@/Br HCO3H AcyO, 55°C, 2h j::L /@/ §0°C, dioxano, neche i B
H;N ta, 3h H™ N KOAC, PdidppfiCly M

3341 33.2 H 33-3

Sintesis del Compuesto 33-2: una mezcla de HCO2H (644 mg, 14 mmol) y Ac20 (1,16 g, 11,4 mmol) se calent6 a
55 °C durante 2 h y a continuacion se enfrié a temperatura ambiente. EI THF (1 ml) y 33-1 (880 mg, 4,38 mmol) en
THF (1 ml) se anadieron en etapas y la mezcla resultante se agitdé continuamente a temperatura ambiente durante
3 h. Después de la evaporacion, el residuo se extrajo con EA (5 ml x 3). La fase organica se lavo sucesivamente con
bicarbonato sédico acuoso saturado (10 ml) y cloruro sédico (10 ml), se secé sobre sulfato sédico anhidro, se filtr6 y
se concentro para proporcionar 33-2 en forma de un liquido (845 mg, rendimiento: 85 %), que se usé directamente
para la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 33-3: a una mezcla de 33-2 (845 mg, 4,38 mmol), KOAc (726 mg, 7,4 mmol), B(pin)2
(1,41 g, 5,6 mmol) y dioxano se afiadié Pd(dppf)2Cl2 (20 mg, 0,02 mmol). Después de su desgasificacion y recarga
con nitrégeno, la mezcla se calenté a reflujo a 90 °C durante una noche. La TLC mostraba que la reaccion era
completa. Se afnadio agua (10 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 3). Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na2SO4, se filtraron, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna
sobre gel de silice (PE : EA = 4:1) para proporcionar 33-3 en forma de un sélido incoloro (220 mg, rendimiento:
29 %).

El Método 34 se omitié de forma intencionada.

Método 35: Sintesis de 4-amino-bencenosulfonamida. Se sigui6 el procedimiento/esquema que se describe en el
Método 27, Sintesis de 4-amino-3-metilbencenosulfonamida.

Los Métodos 36-40 se omitieron de forma intencionada.

Método 41: Sintesis de 1-(5-bromo-2-metoxifenil)etanona

OMe O OMe CIJ
NBS, cat. HCI ac.

Acetona, ta, 3h
411 Br 41-2

Compuesto 41-2. A una solucién de 41-1 (2,0g, 13,32 mmol) en acetona (25 ml) se anadi6 NBS (2,37 g,
13,32 mmol) y HCl ac. 1 M (0,13 ml, 0,13 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante
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3 h, y a continuacién se concentré a sequedad a presién reducida. El residuo se disolvio con PE (40 ml) y el
precipitado resultante se filir6 y se sec6 al vacio para proporcionar 41-2 en forma de un sélido de color blanco
(2,90 g, rendimiento: 95 %).

Ejemplo 2: Ensayos de GSNOR

Diversos compuestos se sometieron a ensayo in vitro para su capacidad para inhibir la actividad de GSNOR.
Algunos compuestos representativos y sus actividades de GSNOR correspondientes se describen en un parrafo
anterior a la Tabla 1 mencionada anteriormente. La expresion y la purificacion de GSNOR se describe en
Biochemistry 2000, 39, 10720-10729.

Fermentacion de GSNOR: Se cultivaron cultivos previos a partir de aplicaciones de una soluciéon de reserva
GSNOR vy glicerol en medios 2XYT que contenian 100 ug/ml de ampicilina después de un periodo de incubacién de
una noche a 37 °C. a continuacion, las células se afiadieron a 2XYT recién preparado (4 I) que contenia ampicilina y
se cultivé a una DO (A600) de 0,6-0,9 a 37 °C antes de la induccion. La expresién de GSNOR se indujo con
arabinosa al 0,1 % en un periodo de incubacién de una noche a 20 °C.

Purificacion de GSNOR: Una pasta de células de E. coli se lisd con cavitacion de nitrégeno y el lisado clarificados y
comediante cromatografia por afinidad de Ni sobre una columna AKTA FPLC (Amersham Pharmacia). La columna
se eluy6 en Tris 20 mM a pH 8,0 / NaCl 250 mM con un gradiente de imidazol 0-500 mM. Las fracciones eluidas de
GSNOR que contenian la fusién de Smt-GSNOR se digirieron durante una noche con Ulp-1 a 4 °C para retirar la
etiqueta de afinidad y a continuacién se volvi6 a desarrollar en la columna de Ni en las mismas condiciones. GSNOR
se recuperd en la fraccion de flujo continuo y para cristalografia se purificé adicionalmente con cromatografia de flujo
continuo de Q-Sepharose y Heparina en Tris 20 mM a pH 8,0, DTT 1 mM, ZnSO4 10 uM.

Ensayo de GSNOR: Procedimiento: Cada dia se preparan Soluciones recientes de GSNO y Enzima/NADH. Pais
que inicia las soluciones se filtra y se permite que calienten a temperatura ambiente. Solucién de GSNO: NaPO4 100
mM (pH 7,4), GSNO 0,480 mM. Se afiaden 396 pl de solucién de GSNO a una cubeta seguido de 8 pl del
compuesto de ensayo en DMSO (o solamente DMSO para control completo de la reaccién) y se mezcla con la punta
de la pipeta. Los compuestos a someter a la ensayo se preparan a una concentracién de reserva de 10 mM en
DMSO al 100 %. Se realizan diluciones en serie 2 veces en DMSO al 100 %. Se afiaden 8 pl de cada dilucién a un
ensayo de modo que la concentracion final de DMSO el ensayo es de un 1 %. Las concentraciones de los
compuestos sometidos a ensayo varian de 100 a 0,003 yM. Solucion de Enzima/NADH: NaPO4 100 mM (pH 7,4),
NADH 0,600 mM, 1,0 pg/ml de GSNO Reductasa. Se afaden 396 ul de la Solucién de Enzima/NADH a la cubeta
para iniciar la reaccion. La cubeta se coloca en el Espectrofotémetro de UV/Visible Cary 3E y el cambio en la
absorbancia a 340 nm/min a 25 °C se registra durante 3 minutos. Los ensayos se realizan por triplicado para cada
concentracién del compuesto. Las Clso para cada compuesto se calculan usando el andlisis de curva estandar en el
Modulo de Cinética Enzimatica de SigmaPlot.

Condiciones finales del ensayo: NaPO4 100 mM, pH 7,4, GSNO 0,240 mM, NADH 0,300 mM, 0,5 pg/ml de GSNO
Reductasa y DMSO al 1 %. Volumen final: 800 ul/cubeta.

Ejemplo 3: Ensayo de inhibicion de GSNOR en un modelo animal in vivo

Para demostrar la influencia de la inhibicién de GSNOR, se us6 un modelo de asma de ratén que era similar a un
modelo que anteriormente se habia mostrado que estaba influido por la GSNO reductasa y los SNO biodisponibles
(Que et al., Science, 2005). Que et al. demostraron que siguiendo una estimulacion con ovo-albumina (OVA), los
ratones de tipo silvestre que presentaban reactividad bronquial tienen aumento de los niveles de GSNOR vy tienen
pulmones que estaban privados de SNO. Al contrario que en los ratones de tipo silvestre, Que et al. demostraron
que los ratones con una supresion genética de SNO pulmonar aumentado por GSNOR y estaban protegidos de la
hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por OVA.

En un esfuerzo para determinar si algunas observaciones similares manifestarian si GSNOR se inhibia de forma
farmacologica con un inhibidor de GSNOR, se us6 un modelo de ratén de OVA (es decir, el modelo de tipo silvestre
de Que et al.). En este estudio, a los ratones sensibilizados con OVA se les administr6 1 mg/kg, 10 mg/kg o
30 mg/kg del Compuesto 1 por via intravenosa a las 24 horas antes de su colocacion en un pletismoégrafo de todo el
cuerpo (Buxco Research Systems, Wilmington, NC) y se le suministré aire fresco.

A continuacién, los animales objeto se estimularon con un aerosol de dosificaciones crecientes del agente
broncoconstrictor metacolina, un agente farmacoldgico usado normalmente para la determinacion del grado de
hiperreactividad bronquial en sujetos experimental. En este estudio, los ratones se expusieron a una concentracion
creciente de metacolina, presentandose cada dosis durante 3 minutos, tiempo durante el que se tomaron las
lecturas. Las dosis de metacolina fueron 0 mg/ml, 5 mg/ml, 20 mg/ml, y 50 mg/ml. El grado de hiperreactividad
bronquial se midi6 como la 'Pausa Aumentada’ (Paum), un indice sin unidades de hiperreactividad de las vias
respiratorias (Dohi et al. Lab Invest. 79 (12): 1559-1571, 1999).

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572615713

La administracién del Compuesto 1 produjo respuestas bronco-constrictoras mas bajas en estos animales de ensayo
en comparacion con los animales dosificados solamente con el vehiculo. Estos resultados son coherentes con un
nivel mas elevado de SNO bioactivos disponible para hacer el recuento de la estimulacion con metacolina
broncoconstrictora.

Ejemplo 4: Eficacia de GSNORi en asma experimental
Modelo de asma experimental

Un modelo de ratén de asma inducida por ovoalbumina (OVA) se us6 para identificar sistematicamente inhibidores
de GSNOR para eficacia frente a broncoconstriccién/hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por
metacolina (MCh). Se trata de un modelo ampliamente usado y bien caracterizado que se presenta con un fenotipo
de asma alérgica, aguda con similitudes con el asma humana. La eficacia de los inhibidores de GSNOR se evalué
usando un protocolo profilactico en el que los inhibidores de GSNOR se administraban antes de la estimulacién con
MCh. La broncoconstriccion como respuesta a la estimulacion con aumento de dosis de MCh se evalu6 usando
pletismografia de todo el cuerpo ( Paum; Buxco). La cantidad de infiltrado de eosindfilos en el fluido de lavado
broncoaveolar (BALF) también se determind como una medida de la inflamaciéon pulmonar. El efecto de los
inhibidores de GSNOR se comparé con respecto a vehiculos y a Combivent (inhalado; IH) como el control positivo.

Materiales y Métodos
Sensibilizacién al alergeno y protocolo de estimulacion

La OVA (500 pg/ml) en PBS se mezcl6 con volumenes iguales de sulfato de aluminio y potasio al 10 % (p/v) en agua
destilada y se incubo durante 60 min. a temperatura ambiente después del ajuste del pH a 6,5 usando NaOH 10 N.
Después de centrifugacion a 750 x g durante 5 min, el sedimento de OVA/alum se volvié a suspender hasta el
volumen original en agua destilada. Los ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal (IP) de 100 ug de OVA
(0,2 ml de 500 pg/ml en solucién salina normal) formando complejo con alum en el dia 0. Los ratones anestesiaron
mediante inyeccion IP de 0,2 ml de mezcla de ketamina y xilazina (0,44 y 6,3 mg/ml, respectivamente) en solucién
salina normal y se colocaron en una tabla en posicion supina. Dos ciento cincuenta microgramos (100 pl de
2,5 mg/ml) de OVA (en el dia 8) y 125 pg (50 pl de 2,5 mg/ml) de OVA (en los dias 15, 18, y 21) se colocaron en la
parte posterior de la lengua de cada animal.

Ensayo de la funcién pulmonar (Paum)

La respuesta de las vias respiratorias in vivo a la metacolina se midi6 24 h después de la ultima estimulacién con
OVA en ratones con respiracion espontanea, con movimientos libres, conscientes con pletismografia de todo el
cuerpo usando una camara Buxco (Wilmington, NC). Los ratones se estimularon con solucién salina aerosolizada o
con aumento de dosis de metacolina (5, 20 y 50 mg/ml) generada con un nebulizador ultrasénico durante 2 min. El
grado de broncoconstriccion se expres6 como pausa aumentada (Paum), un valor adimensional calculado, que se
correlaciona con la medida de la resistencia, impedancia, y presion intrapleural de las vias respiratorias en el mismo
raton. Se tomaron lecturas de Paum y se hizo el promedio durante 4 min. después de cada estimulacion con
nebulizacién. La Paum se calculé como sigue a continuacion: Paum = [(Te/Tr - 1) x (PEF/PIF)], en la que Te es el tiempo
de expiracién, T: es el tiempo de relajacion, PEF es el flujo de expiracién maximo, y PIF es el flujo de inspiracion
maximo x 0,67 como coeficiente. El tiempo para que la presion de la caja cambie desde un maximo hasta un
porcentaje definido por el usuario del maximo representa el tiempo de relajacion. La medida de Tr comienza en la
presion maxima de la caja y termina a un 40 %.

Infiltrado de eosindfilos en BALF

Después de medir la hiperreactividad de las vias respiratorias, los ratones se desangraron mediante puncién
cardiaca, y a continuacion se recogié BALF de cualquiera de ambos pulmones o del pulmén derecho después de la
ligadura del pulmoén izquierdo en el bronquio principal. Se hizo el recuento de las células de BALF totales a partir de
una alicuota de 0,05 ml, y el fluido restante se centrifuga a 200 x g durante 10 min a 4 °C. Los sedimentos celulares
se volvieron a suspender en solucién salina que contenia BSA al 10 % con frotis realizados en portaobjetos de vidrio.
Los eosindfilos se tifieron durante 5 min. con eosina acuosa al 0,05 % y acetona al 5% en agua destilada, se
aclararon con agua destilada, y se contratifieron con azul de metileno al 0,07 %.

Inhibidores y controles de GSNOR

Los inhibidores de GSNOR se reconstituyeron en soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7.4, a
concentraciones que variaban de 0,00005 a 3 mg/ml. Los inhibidores de GSNOR se administraron a ratones
(10 ml/kg) como una sola dosis por via intravenosa (IV) o por via oral mediante sonda. La dosificacion se realiz6 de
30 min. a 24 h antes de la estimulacién con MCh. El efecto de los inhibidores de GSNOR se compar6 con el vehiculo
de PBS dosificado de la misma manera.
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El Combivent se usé como el control positivo en todos los estudios. EI Combivent (Boehringer Ingelheim) se
administré al pulmén usando el dispositivo inhalador proporcionado con el producto, pero adaptado para
administracion a ratones, usando una punta de pipeta. EIl Combivent se administré 48 h, 24 h, y 1 h antes de la
estimulacion con MCh. Cada descarga (o dosis) de Combivent proporcionaba una dosis de 18 ug de bromuro de
ipatropio (IpBr) y 103 ug de sulfato de albuterol o aproximadamente 0,9 mg/kg de IpBr y 5 mg/kg de albuterol.

Analisis Estadistico

Los valores del area bajo la curva para Paum a través de medida inicial, solucion salina, y dosis crecientes de
estimulacion con MCh se calcularon usando GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA) y se expresaron como un
porcentaje del respectivo vehiculo de control (administrado por via IV o por via oral). Las diferencias estadisticas
entre grupos de tratamiento y el respectivo grupo de control de vehiculo dentro de cada estudio se calcularon
usando ANOVA unilateral, Dunnetts (JMP 8.0, SAS Institute, Cary, NC). Un valor de p < 0,05 entre los grupos de
tratamiento y el respectivo grupo de control de vehiculos se consider6 estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Resultados del Compuesto 1

El Compuesto 1 administrado por via intravenosa (IV) era eficaz frente al asma experimental como se observa
mediante una atenuacion de broncoconstriccion e inflamacién pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La eficacia
significativa del Compuesto 1 se observd con una sola dosis IV de 0,01 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la
curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC = 100 %) era de
un 42,1 +2,8 % (p < 0,0001). La infiltraciéon de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en
un 98 % (p <0,0001). La eficacia significativa con el Compuesto 1 también se observé tan pronto como en 1h
(AUC =76,4 £6,6; p=0,0082) y hasta 48 h (AUC = 64,4 £ 55; p = <0,0001) antes de la estimulacion con MCh a una
sola dosis IV de 0,1 mg/kg. La DEso, la dosis de Compuesto 1 que demuestra una reduccién de un 50 % en la
respuesta de Paum, era de 0,011 £ 0,003 mg/kg.

Resultados del Compuesto 2

El Compuesto 2 administrado por via intravenosa (IV) era eficaz frente al asma experimental como se observa
mediante una atenuaciéon de broncoconstriccion inducida por metacolina (MCh). La eficacia significativa del
Compuesto 2 se observd con una sola dosis IV de 0,01, 0,1, y 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la curva
(AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC =100 %) era de un
65,3+6,5% (p=0,0002); 50,5+6,3% (p<0,0001); y 41,7+52% (p<0,0001) para 0,01, 0,1, y 1 mg/kg,
respectivamente, de Compuesto 2.

Resultados del Compuesto 3

El Compuesto 3 administrado por via intravenosa (IV) era eficaz frente al asma experimental como se observa
mediante una atenuacién de broncoconstriccion e inflamacion pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La eficacia
significativa del Compuesto 3 se observ6 con una sola dosis IV de 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la
curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC = 100 %) era de
un 71,0 £ 8,6 % (p = 0,0051). La infiltracién de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en
un 46 % (p = 0,0002).

Resultados del Compuesto 6

El Compuesto 6 administrado por via intravenosa (IV) o por via oral era eficaz frente al asma experimental como se
observa mediante una atenuacion de broncoconstriccion e inflamacion pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La
eficacia significativa del Compuesto 6 se observo con una sola dosis IV de 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area
bajo la curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC = 100 %)
era de un 65,3 +5,9 % (p =0,0001). La infiltracion de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se
redujo en un 92 % (p < 0,0001). La eficacia significativa con el Compuesto 6 también se observé con una sola dosis
oral de 30 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un
porcentaje del control de vehiculo (AUC = 100 %) era de un 24,6 + 3,0 % (p < 0,0001). La infiltracion de eosindfilos
en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en un 100 % (p = 0,0004).

Resultados del Compuesto 7

El Compuesto 7 administrado por via intravenosa (IV) era eficaz frente al asma experimental como se observa
mediante una atenuacién de broncoconstriccion inducida por metacolina (MCh). La eficacia significativa del
Compuesto 7 se observé con una sola dosis IV de 0,1 y 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la curva (AUC)
para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC =100 %) era de un
56,1 +2,2 % (p <0,0001) y 50,4 + 3,7 % (p < 0,0001) 0,1 y 1 mg/kg de Compuesto 7, respectivamente.
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Resultados del Compuesto 26

El Compuesto 26 administrado por via intravenosa (IV) o por via oral era eficaz frente al asma experimental como se
observa mediante una atenuacion de broncoconstriccion e inflamacién pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La
eficacia significativa del Compuesto 26 se observéd con una sola dosis IV de 0,1, 1, y 10 mg/kg a 24 h antes de MCh.
El area bajo la curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo
(AUC =100 %) era de un 64,2 +7,6 % (p=0,0007); 60,2+7,9% (p=0,0002); y 40,7+2,4% (p <0,0001) para
0,0 mg/kg, 1 mg/kg, y 10 mg/kg, respectivamente, de Compuesto 26. La infiltracion de eosindéfilos en el fluido de
lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en un 79 % (p = 0,0064); 100 % (p = 0,0007); y 100 % (p = 0,0007) para
0,0 mg/kg, 1 mg/kg, y 10 mg/kg, respectivamente, de Compuesto 26. La eficacia significativa del Compuesto 26
también se observé tan pronto como los 30 min. (AUC = 35,2 + 9,3; p < 0,0001) antes de MCh a una sola dosis IV de
10 mg/kg. La infiltracion de eosindfilos en el BALF se redujo en un 94 % (p < 0,0001). La eficacia significativa con el
Compuesto 26 también se observé con una sola dosis oral de 30 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la curva
(AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC =100 %) era de un
26,7 + 1,4 % (p < 0,0001). La infiltracién de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en un
100 % (p = 0,0019).

Resultados del Compuesto 33

El Compuesto 33 administrado por via intravenosa era eficaz frente al asma experimental como se observa mediante
una atenuacion de broncoconstriccion e inflamacion pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La eficacia
significativa del Compuesto 33 se observé con una sola dosis IV de 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la
curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC = 100 %) era de
un 72,9 + 8,7 % (p = 0,0089). La infiltracion de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en
un 61 % (p < 0,0001).

Resultados del Compuesto 67

El Compuesto 67 administrado por via intravenosa (V) era eficaz frente al asma experimental como se observa
mediante una atenuacion de broncoconstriccion e inflamacién pulmonar inducidas por metacolina (MCh). La eficacia
significativa del Compuesto 67 se observé con una sola dosis IV de 1 mg/kg a 24 h antes de MCh. El area bajo la
curva (AUC) para la respuesta de Paum indicada como un porcentaje del control de vehiculo (AUC =100 %) era de
un 78,7 = 8,1 % (p = 0,0323). La infiltracién de eosindfilos en el fluido de lavado broncoaveolar (BALF) se redujo en
un 63 % (p < 0,0001).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula | o sales farmacéuticamente aceptables del mismo:

en la que:

Ar se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo y tiofen-ilo;

R1 se selecciona entre el grupo que consiste en imidazolilo sin sustituir e imidazolilo sustituido, en donde el grupo
imidazolilo sustituido esta sustituido con alquilo C1-Cs;

R2 se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, metilo, cloro, flior, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi,
carbamoilo, dimetilamino, amino, formamido y trifluorometilo; y

X se selecciona entre el grupo que consiste en CO y SO2.

2. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacién 1 en el que ArRiR2 se
selecciona entre el grupo que consiste en:

R R3

NSy 0\;\ YA,
\—/

. ) R; Rz
en los que Rs se selecciona entre H, metilo y etilo.

3. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 1 seleccionado entre el grupo
que consiste en

acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(5-(5-(1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(4-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-etil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(5-(2-metil-1H-imidazol- 1-il)tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(3-fluoro-4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(3-fluoro-4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(4-(2-metil-1H-imidazol- 1-il)tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(2-metoxi-4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1H-pirrol-2-il) propanoico;
acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)-2-metoxifenil)-1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-1H-pirrol-2-il) propanoico;

acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(5-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-3-il)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(1-(4-carbamoil-2-metilfenil)-5-(5-(2-etil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

67



ES 2572615713

y
acido 3-(5-(5-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)- 1-(2-metil-4-sulfamoilfenil)- 1H-pirrol-2-il) propanoico;
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

5 4. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 junto con un vehiculo o un excipiente
farmacéuticamente aceptados.

5. Un compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se define en la reivindicacion
10 1 para uso en un método de tratamiento.

6. Un método para preparar una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, método que
comprende la etapa de combinar un compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
como se define en la reivindicaciéon 1 con un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptados.

15

7. Un compuesto de formula Il o sales farmacéuticamente aceptables del mismo:

Re
OH
Ree U\
Ar N
/ o)
Rs R,
Rs 11

20 enlaque:

Ar se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo y tiofen-ilo;
R4 se selecciona entre el grupo que consiste en imidazolilo sin sustituir e imidazolilo sustituido, en donde el grupo
imidazolilo sustituido esta sustituido con alquilo C1-Cs;
25 Rs se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, flior, hidroxi y metoxi;
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, cloro, bromo vy fluor;
R7 se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno y metilo; y
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en CONH2, SO2NH2 y NHSO2CHs.

30 8. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 7 en donde ArRsRs se
selecciona entre el grupo que consiste en:

35 enlos que R9 se selecciona entre H, metilo y etilo.

9. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacién 7 seleccionado entre el grupo
que consiste en
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acido 3-(5-(5-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(4-sulfamoilfenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(5-(5-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(5-(4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(5-(4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(5-(5-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(2-metil-4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;
acido 3-(5-(4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)tiofen-2-il)-1-(4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico;

acido 3-(5-(2-metoxi-4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico; y
acido 3-(5-(4-(2-metil-1H-imidazol-1-il)fenil)-1-(4-(metilsulfonamido)fenil)-1H-pirrol-2-il)propanoico; y

sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

10. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 7 junto con un vehiculo o un excipiente
farmacéuticamente aceptados.

11. Un compuesto de formula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se define en la
reivindicacion 7 para uso en un método de tratamiento.

12. Un método para preparar una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, método que

comprende la etapa de combinar un compuesto de férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
como se define en la reivindicaciéon 7 con un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptados.

69



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

