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@Resumen:

Una nueva familia de compuestos, procedimiento de
obtencién de los mismos y sus usos en el tratamiento
ylo profilaxis de enfermedades.

La presente invencién describe compuestos de
férmula (1) y las composiciones farmacéuticas que lo
contienen. Asi mismo, describe un proceso de
obtencién de dichos compuestos de formula (I). Por
ultimo la presente invencion trata del uso de dichos
compuestos y de las composiciones farmacéuticas
gue los contienen, para preparar un medicamento.
Especialmente medicamentos destinados al
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas
del transporte andmalo de aniones a nivel celular, y
mas en concreto a los destinados al tratamiento y/o
profilaxis de la fibrosis quistica.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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DESCRIPCION

Una nueva familia de compuestos, procedimiento de obtencidén de los mismos y sus

usos en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades

CAMPO DE LA INVENCION

El campo de la invencion esta relacionado con moléculas pequefias capaces de facilitar el

transporte de aniones a través de membranas lipidicas. Estas moléculas son capaces de
suplir la funcién perdida en enfermedades relacionadas con deficiencias en el transporte de
aniones a nivel celular. Los compuestos de la invencion son particularmente utiles en el

tratamiento de enfermedades como la fibrosis quistica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los compuestos de la invencién no han sido descritos en el estado de la técnica. Hay

compuestos relacionados, como las prodigiosinas, unos pigmentos naturales aislados
inicialmente de bacterias del género Serratia. Estos alcaloides de origen natural contienen la
unidad 4-metoxi-2,2"-bipirrol y muestran actividades citotoxicas e inmunosupresoras
(Furstner, A. Chemistry and Biology of Roseophilin and the Prodigiosin Alkaloids: A Survey
of the Last 2500 Years. Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 3582 — 3603). También se conocen
en el estado de la técnica otros compuestos, como el obatoclax, miembro de la familia de las
prodigininas con propiedades anticancerigenas, que actualmente se encuentra en fase de
ensayos clinicos (Nguyen, M. et al. Small molecule obatoclax (GX15-070) antagonizes MCL-
1 and overcomes MCL-1-mediated resistance to apoptosis. PNAS, 2007, 104, 19512—
19517). Una caracteristica general de estos compuestos es el hecho de que resultan
citotéxicos incluso en concentraciones muy bajas. Por otra parte ha sido demostrado que
algunos de estos compuestos facilitan el transporte de aniones en membranas lipidicas y
esta accion ha sido relacionada con su citotoxicidad (Diaz de Grefiu, B. et al. Synthetic
Prodiginine Obatoclax (GX15-070) and Related Analogues: Anion Binding, Transmembrane
Transport, and Cytotoxicity Properties. Chem. Eur. J., 2011, 17, 14074-14083). Existen
numerosas enfermedades relacionadas con disfunciones de las proteinas de membrana
encargadas de facilitar el transporte de iones a través de membranas bioldgicas o canales
idnicos. Estas enfermedades son muy diversas y se agrupan en lo que se conoce como
“channelopathies” (F. M. Ashcroft, F. M. From molecule to malady. Nature, 2006, 440, 440-
447). El desarrollo de moléculas o compuestos capaces de suplir la actividad de estos
canales iodnicos, que se encuentra alterada en el caso de estas enfermedades, seria

deseable terapéuticamente. La fibrosis quistica (CF) es una enfermedad genética que da
2
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lugar a una grave reduccion de la funcion de una proteina denominada regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (“cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator’, CFTR) que regula la permeabilidad de aniones en las membranas
epiteliales. Esta condicién tiene como resultado un desequilibrio en el transporte de iones y
una secrecion apical de aniones reducida. Como consecuencia se produce una acumulacion
de moco anormalmente denso en el pulmén y esto produce infecciones microbianas
recurrentes que danan la funcién pulmonar y pueden conducir en ultima instancia a la
muerte en los pacientes con fibrosis quistica. Ademas estos pacientes con fibrosis quistica
padecen normalmente problemas gastrointestinales e insuficiencia pancreatica. Actualmente
no se conoce una cura para esta enfermedad. Ademas de tratamientos paliativos de los
sintomas, en el mercado se encuentra aprobado un corrector para el tratamiento de la
fibrosis quistica denominado kalydeco (ivacaftor) y una combinacion, denominada Orkambi
(ivacaftor + lumacaftor), de un corrector mas un potenciador. En ambos casos estos
tratamientos se dirigen a pacientes con mutaciones especificas y no son de aplicacion
general para todos los enfermos de CF. El mecanismo de accion de estos compuestos
involucra siempre una accion sobre la proteina CFTR de tal manera que se potencia la
actividad de la proteina presente en la membrana (efecto potenciador) o bien se corrigen
defectos que se producen en el transito de esta proteina hacia la membrana plasmaticas en
la que se desarrolla su accion (efecto corrector). El desarrollo de farmacos capaces de suplir
la funcion de transporte de la proteina CFTR seria un prometedor agente terapéutico para
corregir la reducida conductancia apical de aniones de estas células afectadas por esta
enfermedad. En el estado de la técnica no se ha descrito ningun tratamiento que utilice esta
estrategia para conseguir una accion terapéutica. Ademas, a diferencia de los tratamientos
actuales, estos compuestos serian capaces de actuar sobre el origen de la enfermedad,
siendo potencialmente de aplicacion para todos los pacientes de fibrosis quistica

independientemente de la mutacién causante de la misma.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al compuesto de formula (1)
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donde R;, Ry, R3, Re, R7 ¥y Rg se seleccionan de forma independiente de entre el grupo
formado por: H, OH, halégeno, O-Rg, NR1xRy1, COORy, CONR;R14, alquilo, cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo, heterociclo o hetarilo,

R; y Rs se seleccionan de entre el grupo formado por: H, OH, halégeno, O-Rg, NR1oR11,
COORy, CONR¢gRy4, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo,

En donde Rq, Rig ¥ Ryy son radicales seleccionados de forma independiente de entre el
grupo formado por: H, OH, halégeno, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
arilalquilo, heterociclo o hetarilo.

En la presente invencion, el término "alquilo" se refiere a cadenas alifaticas, lineales o
ramificadas, entre los que se encuentran, pero sin limitarse, metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, terc-butilo, sec-butilo, pentilo, isopentilo y dodecilo.

En la presente invencion, el término "cicloalquilo" se refiere a ciclos de 3 a 6 miembros,
entre los que se encuentran, pero sin limitarse, ciclobutil, ciclopentil y ciclohexil.

En la presente invencién, el término "alquenilo" se refiere a grupos de hidrocarburos
conteniendo enlaces dobles, entre los que se encuentran, pero sin limitarse, 2- butenilo, 3-
pentenilo y 4-octenilo.

En la presente invencion, el término "alquinilo" se refiere a grupos conteniendo triples
enlaces, entre los que se encuentran, pero sin limitarse, 2-butinilo y 2- hexinilo.

En la presente invencion, el término "arilo" se refiere a compuestos mono y policiclicos
aromaticos, entre los que se encuentran, pero sin limitarse, fenilo, naftilo, tetrahidronattilo,
difenilo, indenilo, fenantrilo y antracilo.

En la presente invencion, el término "arilalquilo" se refiere a a una cadena alifatica en la que
al menos uno de los hidrégenos se ha sustituido por un grupo arilo, tal como se ha definido
mas arriba, entre los que se encuentran, pero sin limitarse, bencilo y propilfenilo.

En la presente invencion, el término "heterociclo" se refiere a compuestos ciclicos de 4 a 6
miembros conteniendo de 1 a 4 heteroatomos como oxigeno, azufre, nitrégeno, entre los
que se encuentran, pero sin limitarse, pirrol, piridil, piridazil, triazolil, isoxazolidinil, furil,

tiofenil y tiazolil.
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En la presente invencion, el término “hetarilo” es un heteroarilo aromatico de cinco a seis
miembros, monociclico, o un heteroarilo aromatico de siete a once miembros, biciclico, que
en cada caso contiene 1, 2, 3 6 4 heteroatomos seleccionados, independientemente uno de

otro, de entre el grupo consistente en N, S u O

Una realizacion es el compuesto de la invencion, donde el compuesto de formula (l) se
selecciona de entre el grupo formado por:

Cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-
2H-pirrolio (la), Cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), Cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-
((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), Cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-
pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id).

Otra realizacién de la invencion es la ruta sintética preferida para la preparacion de los

compuestos de la invencién y que se ilustra en el siguiente esquema:

Re
() (1)

El proceso se realiza en dos etapas a partir de un compuesto 5-alquinil-2H-pirrol-2-ilideno de
férmula (lIl). La reaccién de este tipo de compuestos de formula (Ill) con una azida organica
RgN3; da lugar a la formacion de un 5-(1,2,3-triazol-4-il)-1H-pirrol-2-carbaldehido de férmula
(I. La condensaciéon de este tipo de compuestos de férmula (1) con un pirrol no sustituido
en posicion alfa de férmula (IV), en presencia de cantidades cataliticas de un acido organico

o inorganico conduce a la obtencion de los compuestos de la invencién de formula (1).

Por tanto, esta realizacion de la invencién consiste en un procedimiento de obtencién del
compuesto de férmula (l), que comprende:

(a) la reaccion de cicloadicion de una azida RgN3 y un compuesto 5-alquinil-2H-pirrol-2-

ilideno de férmula (lll) utilizando preferentemente un catalizador de cobre para

generar un 5-(1,2,3-triazol-4-il)-1H-pirrol-2-carbaldehido de férmula (Il).
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(b) Este compuesto de férmula (1) se condensa con un pirrol no sustituido en posicion
alfa de formula (IV) en presencia de un una cantidad catalitica de acido y de un
disolvente organico.

(c) El disolvente organico se evapora y el compuesto de férmula (I) deseado se obtiene
mediante purificacion en columna cromatografica.

En la presente invencion son catalizadores de cobre aceptables para la realizaciéon de la
obtencion del compuesto de la invencion una mezcla de sulfato de cobre (llI) y ascorbato
soédico.

En la presente invencion son acidos aceptables para la realizacién de la obtencion del
compuesto de la invencion acido clorhidrico y acido trifluoroacético.

Como disolventes organicos se utiliza preferentemente metanol.

Los compuestos de la invencion de formula (I) y sus sales de adicién y/o solvatos
farmacéuticamente aceptables son particularmente utiles como agentes quimioterapéuticos
para el tratamiento de fibrosis quistica y de otras enfermedades derivadas del transporte

anémalo de aniones a nivel celular.

Son sales de adicion y/o solvatos farmacéuticamente aceptables, preferidos en la presente

invencion las sales de hidrocloruro o el mesilato.

Una realizacién de la presente invencién es el compuesto intermedio de la reaccion de
cicloadicion (a) descrita en el proceso de obtencion de los compuestos de férmula (1),

caracterizado por ser un triazol-pirrol-carbaldehido de formula (I1):

N=N H f
/ N

Rs/N / \ / R4

R
7 R6 R5

(I1)
donde R; y Rs se seleccionan de entre el grupo formado por: H, OH, halégeno, O-Ry,
NR1oR11, COORg, CONR;gR11, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo,
Rs, R7 y Rg se seleccionan de forma independiente de entre el grupo formado por: H, OH,
halégeno, O-Rg, NR1oR11, COORg, CONR/oR+4, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

arilalquilo, heterociclo o hetarilo.



10

15

ES 2615077 Bl

En donde Rg, Ry ¥ R4y son radicales seleccionados de forma independiente de entre el
grupo formado por: H, OH, halégeno, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

arilalquilo, heterociclo o hetarilo.

Una realizacién de la presente invencion es el compuesto intermedio de la reaccion de
cicloadicion (a) descrita en el proceso de obtencion de los compuestos de formula (1),
representado por el 5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-1H-pirrol-2-carbaldehido de

férmula (l1a):

/::N H O
CHg™ N (T H

lla O

/

Ofra realizacion de la presente invencién es el compuesto intermedio de la reaccion de
cicloadicion (a) descrita en el proceso de obtencion de los compuestos de formula (1),
representado por el 5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-1H-pirrol-2-carbaldehido de
férmula (l1b):

/::N H O

Cothir "~ \ H

llb O

/

Una realizacion de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprende

un compuesto de formula (1)
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donde Ry, Ry, R3, Rs, R7 ¥y Rg se seleccionan de forma independiente de entre el grupo
formado por: H, OH, halégeno, O-Rg, NR{ xRy, COORy, CONR;gR14, alquilo, cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo, heterociclo o hetarilo.

R; y Rs se seleccionan de entre el grupo formado por: H, OH, halégeno, O-Ry, NR1gR11,
COORy, CONR¢gR14, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo.

En donde Rq, Rig ¥ Ryy son radicales seleccionados de forma independiente de entre el
grupo formado por: H, OH, halégeno, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

arilalquilo, heterociclo o hetarilo, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables.

Otra realizacién de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprende
un compuesto de formula (1) seleccionado independientemente de entre el grupo formado
por: cloruro de (Z2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-
2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-
2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-
4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio  (Id) junto  con

excipientes farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica de la presente invencion que comprende un compuesto de
férmula (1) es administrada por una de las vias de administracion seleccionadas de entre el

grupo compuesto por: via oral, intravenosa, muscular e intramuscular.

Oftra realizacion particular de la presente invencién es una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto de férmula (I) seleccionado independientemente de entre el grupo
formado por: cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-
dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio  (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-
3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio

(Id) y que es administrada por una de las vias de administracion seleccionadas de entre el

grupo compuesto por via oral, intravenosa, muscular e intramuscular.

Una realizacion de la invencion es el uso del compuesto de férmula (I) para preparar un

medicamento.
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Otra realizacion de la invencion es el uso de una composicién farmacéutica que comprenda

el compuesto de férmula (1) para preparar un medicamento.

Otra realizacién de la invencién es el compuesto de formula (1) para uso como medicamento.

Otra realizacién de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprenda

el compuesto de férmula (1) para uso como medicamento.

Una realizacién de la invencion es el uso del compuesto de formula (I) seleccionado
independientemente de entre el grupo formado por: (cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-
octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib),
cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-

(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para preparar un medicamento.

Otra realizacion de la invencion es el uso de una composicién farmacéutica que comprenda
el compuesto de formula (l) seleccionado independientemente de entre el grupo formado
por: (cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-
2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-
2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-
4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para preparar un

medicamento.

Una realizaciéon de la invencion es el compuesto de férmula () seleccionado
independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-
4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de
(Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-

pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso como medicamento.

Otra realizacién de la invencién es una composicién farmacéutica que comprenda el

compuesto de formula (1) seleccionado independientemente de entre el grupo formado por:

cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-
9



10

15

20

25

30

35

ES 2615077 Bl

2H-pirrolio  (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-
((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-
pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso como

medicamento.

Una realizacion de la presente invencion es el uso del compuesto de formula (l) para
preparar un medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas

del transporte andmalo de aniones a nivel celular.

Son enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a nivel celular en el
contexto de esta invencién la fibrosis quistica, la enfermedad de Best, el sindrome de

Bartter, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o la mitonia congénita.

Otra realizacion de la presente invencion es el uso de una composicion farmacéutica que
comprenda el compuesto de férmula (I) para preparar un medicamento destinado al
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a

nivel celular.

Una realizacion de la presente invencion es el compuesto de formula () para uso en el
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a

nivel celular.

Oftra realizacién de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprenda
el compuesto de formula (1) para uso en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades

derivadas del transporte andmalo de aniones a nivel celular

Una realizacion de la presente invencién es el uso del compuesto de férmula (I)
seleccionado independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de
(Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio

(Ib), cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-
(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (ld), para preparar un medicamento destinado al
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a

nivel celular.
10
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Otra realizacion de la presente invencion es el uso de una composicion farmacéutica que
contenga el compuesto de formula (l) seleccionado independientemente de entre el grupo
formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-
dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio  (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-
3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio

(Id), para preparar un medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de enfermedades

derivadas del transporte anémalo de aniones a nivel celular.

Una realizacion de la presente invencion es el compuesto de férmula (I) seleccionado
independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-
4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de
(2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-

pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades

derivadas del transporte anémalo de aniones a nivel celular.

Otra realizacion de la presente invencion es la composicion farmacéutica que comprenda el
compuesto de férmula (1) seleccionado independientemente de entre el grupo formado por:
cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-
2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-
((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-
pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso en el
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a

nivel celular.

Una realizacién de la presente invencion es el uso del compuesto de féormula (I) para

preparar un medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Otra realizacion de la presente invencion es el uso de una composicion farmacéutica que
comprenda el compuesto de férmula (I) para preparar un medicamento destinado al

tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.
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Una realizacion de la presente invencion es el compuesto de formula () para uso en el

tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Otra realizacién de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprenda
el compuesto de férmula (1) para uso en el tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Una realizacion de la presente invencién es el uso del compuesto de férmula (I)
seleccionado independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de
(2)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio

(Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-
(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (ld), para preparar un medicamento destinado al

tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Una realizacion de la presente invencion es el uso de una composicién farmacéutica que
comprenda el compuesto de férmula (1) seleccionado independientemente de entre el grupo
formado por: cloruro de (Z2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-
dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio  (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-
3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio

(Id), para preparar un medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis

quistica.

Otra realizacion de la presente invencion es el compuesto de férmula (l) seleccionado
independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-
4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de
(Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-

pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso en el tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis

quistica.

Otra realizacién de la presente invencidon es una composicion farmacéutica que comprenda

el compuesto de formula (l) seleccionado independientemente de entre el grupo formado
12
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por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-
2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-
2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-
4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2, 3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id), para uso en el

tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Una realizacién de la presente invencién es un método de tratamiento y/o profilaxis de
enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a nivel celular, que comprende
administrar a un sujeto humano una composicién farmacéutica que comprenda una cantidad

terapéuticamente efectiva del compuesto de férmula (1).

Ofra realizacion de la presente invenciéon es un método de tratamiento y/o profilaxis de la
fibrosis quistica, que comprende administrar a un sujeto humano una composicion
farmacéutica que comprenda una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de

férmula (1).

Una realizacién de la presente invencién es un método de tratamiento y/o profilaxis de
enfermedades derivadas del transporte anémalo de aniones a nivel celular, que comprende
administrar a un sujeto humano una composicién farmacéutica que comprenda una cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto de formula (l) seleccionado independientemente
de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-
1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio  (Ic), cloruro
de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-
pirrolio (Id).

Otra realizacién de la presente invencion es un método de tratamiento y/o profilaxis de la
fibrosis quistica, que comprende administrar a un sujeto una composicién farmacéutica que
comprenda una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de féormula (1)
seleccionado independientemente de entre el grupo formado por: cloruro de (Z)-5-(1-butil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (la), cloruro de
(2)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio

(Ib), cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-
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il)metilen)-2H-pirrolio (Ic), cloruro de (Z)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-
(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (Id).

Una realizacion de la presente invencion es un método de tratamiento y/o profilaxis de la
fibrosis quistica que comprenda administrar el compuesto de formula (1), en una
concentracién de 0,1uM a 50 uM, preferentemente en una concentraciéon de 15 uM a 40 uM
y mas preferiblemente, cuando se trata de combinar una mayor eficacia terapéutica
minimizando la toxicidad del farmaco administrado, cuando la concentracion del compuesto

de férmula (1) a administrar se encuentra en el rango de 0,1 uM a 20 uM.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Ensayo en fluorescencia usado para medir la actividad de los compuestos.
Ejemplo del ensayo usado para determinar la actividad de los compuestos. El panel muestra
la respuesta de células incubadas durante 40 minutos con el compuesto Ic a diversas
concentraciones y en triplicado. La aplicacion de Nal induce una reduccion de la
fluorescencia, cuya velocidad depende de la concentracion del compuesto: 2uM (gris claro),

8.3 uM (gris oscuro) y 20 uM (negro).

Figura 2. Dosis-respuesta de los compuestos la, Ib, Ic e Id. La velocidad maxima de
extincion de la fluorescencia (VmEF) se obtiene de experimentos como los del ejemplo

mostrado en la figura 1.

Figura 3. Dependencia del pH de la actividad de los compuestos la, Ib, Ic y Id. La figura
muestra la velocidad maxima de extincidon de la fluorescencia (VmEF) de los cuatro
compuestos (concentracion: 20 yM) a los valores de pH indicados. Como comparacion se
muestra también la respuesta a dos valores de pH de la proteina CFTR, cuya actividad es
estimulada por la aplicacion de un agonista que aumentan el cAMP intracelular (forskolina

20 uM) y de un potenciador (genisteina 10 pM).

Figura 4. Cinética de incorporacion del compuesto Ic potenciador (12 uM) en la membrana
celular. En la presencia continua del compuesto en la solucidn extracelular, la actividad de Ic

en la membrana celular, medida como VmFE, aumenta con el tiempo.

Figura 5. Estabilidad del compuesto Ic (12 uM) en la membrana celular. Después de 45
minutos de incubacién, el compuesto Ic es lavado de la solucion extracelular para establecer
cual es su estabilidad en la membrana de las células. Vemos que la actividad de Ic en la
membrana disminuye muy lentamente, quedando mas del 85% del transporte después de

60 minutos.
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MODOS DE REALIZACION PREFERENTE

Ejemplo 1. Sintesis de compuestos intermedios lla vy llb.

C4H9N3 (1 eqUiV.) C4H9
K>CO3 (1 equiv.) ‘N o)
H S N CuSO, (0.2 equiv.) A\ H
2 Sodium ascorbate (0.4 equiv. N~
o K 'BUOH/H,0 (6:1) o
1] 72 h, rt lla
/ /

5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-1H-pirrol-2-carbaldehido (lla). A una mezcla del
alquino Il (204 mg, 1 mmol) y 1-butanoazida (99 mg, 1 mmol) disuelta en tBuOH (4 mL) y
agua (2 mL) se le afaden CuSO4 (0.2 equiv., disuelto en 2 mL de agua), K,CO3 (1 equiv.) y
ascorbato de sodio (0.4 equiv.). La mezcla resultante se agita durante 3 dias vigorosamente
a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de reaccion se diluye con 50 mL de
NH4OH, y tras 10 minutos se extrae con Et,O (3 x 25 mL). La fase organica es lavada con
una disolucion saturada de NaCl (1 x 40 mL), secada sobre Na,SO, y concentrada a presion
reducida. El solido obtenido se recristaliza en una mezcla DCM:hexano:Et,O obteniéndose
el compuesto lla. Rendimiento: 67%. 1H NMR (300 MHz, CDCI3): & = 10.76 (s, 1H), 9.51 (s,
1H), 8.26 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 4.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H, OCH3), 1.99-1.87 (m,
2H), 1.47-1.33 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCI3): & = 174.44
(CHO), 159.79 (C), 140.01 (C), 131.72 (C), 121.25 (CH), 119.10 (C), 93.55 (CH), 58.23
(OCH3), 50.42 (CH2), 32.31 (CH2), 19.80 (CH2), 13.58 (CH3); HRMS (El) m/z [M]+
calculado para [C12H16N402] 248.1273; encontrado: 248.1282.

C8H17N3 (1 eqUiV.) CSH17
K,CO3 (1 equiv.) ‘N o)
H N CuSO, (0.2 equiv.) A §
— 7 Sodium ascorbate (0.4 equiv. N
5 K 'BUOH/H,0 (6:1) 5
1l 72 h, rt lb
/ /

5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-1H-pirrol-2-carbaldehido (lIb). A una mezcla del
alquino 11l (204 mg, 1 mmol) y 1-octanoazida (155 mg, 1 mmol) disuelta en tBuOH (4 mL) y
agua (2 mL) se le afiaden CuSO4 (0.2 equiv., disuelto en 2 mL de agua), K,CO; (1 equiv.) y
ascorbato de sodio (0.4 equiv.). La mezcla resultante se agita durante 3 dias vigorosamente

a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de reaccion se diluye con 50 mL de
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NH4OH, y tras 10 minutos se extrae con Et,O (3 x 25 mL). La fase organica es lavada con
una disolucion saturada de NaCl (1 x 40 mL), secada sobre Na,SO, y concentrada a presién
reducida. El solido obtenido se recristaliza en una mezcla DCM:hexano:Et,O obteniéndose
el compuesto IIb. Rendimiento: 76 %. 1H NMR (300 MHz, CDCI3): 6 = 11.21 (s, 1H), 9.49 (s,
1H), 8.43 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 4.40 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H, OCH3), 2.09-1.78 (m,
2H), 1.47-1.11 (m, 10H), 0.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCI3): 6 = 174.31
(CHO), 160.04 (C), 140.02 (C), 132.12 (C), 121.42 (CH), 119.13 (C), 93.56 (CH), 58.19
(OCH3), 50.69 (CH2), 31.83 (CH2), 30.34 (CH2), 29.17 (CH2), 29.08 (CH2), 26.57 (CH2),
22.71 (CH2), 14.18 (CH3). HRMS (EIl) m/z [M]+ calculado para [C16H24N402] 304.1899;

Ejemplo 2: Sintesis del compuesto la

H 2,4-dimetilpirrol (2 equiv.)
\ N HCI (MeOH) (2 equiv.)

lla /

Cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-

metoxi-2H-pirrolio (la). Una mezcla del carbaldehido lla (1 equiv, 0.3 mmol) y 2,4-

dimetilpirrol (2 equiv, 0.6 mmol) se disuelve en 5 mL de MeOH bajo atmdsfera de nitrégeno
a temperatura ambiente. Sobre esto se afade HCI disuelto en MeOH (2 equiv, 0.6 mmol)
gota a gota en 15 minutos. Una vez que una placa de TLC muestra que el material de
partida se ha consumido el disolvente es evaporado a presion reducida. El residuo
resultante se purifica mediante columna cromatografica en éxido de aluminio (hexane/AcOEt
3:1) obteniéndose el compuesto la. Rendimiento 66 %. 1H NMR (300 MHz, CDCl;): & =
13.55 (s, 1H), 13.24 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 6.66 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 6.12 (s, 1H),
444 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H, OCH3), 2.60 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.0-1.91 (m, 2H),
1.44-1.32 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3): & = 165.61 (C),
153.52 (C), 145.58 (C), 144.73 (C), 138.54 (C), 126.60 (CH), 126.43 (C), 119.16 (C), 117.19
(CH), 116.91 (CH), 94.58 (CH), 58.99 (OCH3), 50.60 (CH2), 32.17 (CH2), 19.77 (CH2),
14.41 (CH3), 13.54 (CH3), 12.17 (CH3). HRMS (EIl) m/z [M]+ calculado para [C18H23N50]
325.1903; encontrado: 325.1913.

Ejemplo 3: Sintesis del compuesto Ib representado por la formula:
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Cloruro de (2)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (Ib). Una mezcla del carbaldehido IIb (1 equiv, 0.3 mmol) y 2,4-
dimetilpirrol (2 equiv, 0.6 mmol) se disuelve en 5 mL de MeOH bajo atmdsfera de nitrégeno
a temperatura ambiente. Sobre esto se afade HCI disuelto en MeOH (2 equiv, 0.6 mmol)
gota a gota en 15 minutos. Una vez que una placa de TLC muestra que el material de
partida se ha consumido el disolvente es evaporado a presion reducida. El residuo
resultante se purifica mediante columna cromatografica en 6xido de aluminio (hexane/AcOEt
3:1) obteniéndose el compuesto Ib. Rendimiento 60 %. 1H NMR (300 MHz, CDCI3): & =
13.58 (s, 1H), 13.29 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 6.69 (s, 1H), 6.13 (s, 1H), 4.43 (t, J =
7.3 Hz, 2H), 4.04 (s, 3H, OCH3), 2.62 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 2.03-1.89 (m, 2H), 1.42-1.16 (m,
10H), 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3): & = 165.65 (C), 153.55 (C),
145.67 (C), 144.74 (C), 138.59 (C), 126.62 (CH), 126.48 (C), 119.23 (C), 117.24 (CH),
116.94 (CH), 94.64 (CH), 59.02 (OCH3), 50.97 (CH2), 31.84 (CH2), 30.34 (CH2), 29.18
(CH2), 29.08 (CH2), 26.58 (CH2), 22.73 (CH2), 14.46 (CH3), 14.21 (CH3), 12.20 (CH3).
HRMS (El) m/z [M]+ calculado para [C22H31N50] 381.2529; encontrado: 381.2524.

Ejemplo 4: Sintesis del compuesto Ic_representado por la férmula:

Ic
Cloruro de (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-
illmetilen)-2H-pirrolio (Ic).
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Una mezcla del carbaldehido lla (1 equiv, 0.3 mmol) y 2-metil-3-pentilpirrol (2 equiv, 0.6
mmol) se disuelve en 5 mL de MeOH bajo atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente.
Sobre esto se afiade HCI disuelto en MeOH (2 equiv, 0.6 mmol) gota a gota en 15 minutos.
Una vez que una placa de TLC muestra que el material de partida se ha consumido el
disolvente es evaporado a presién reducida. El residuo resultante se purifica mediante
columna cromatografica en Oxido de aluminio (hexane/AcOEt 3:1) obteniéndose el
compuesto Ic. Rendimiento: 57 %. 1H NMR (300 MHz, CDCI3): & = 13.77 (s, 1H), 13.29 (s,
1H), 9.70 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 6.82 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 4.45 (t, J =
7.3 Hz, 2H), 4.03 (s, 3H, OCH3), 2.60 (s, 3H), 2.40 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.02-1.91 (m, 2H),
1.60-1.49 (m, 2H), 1.44-1.28 (m, 6H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 13C
NMR (75 MHz, CDCI3): & = 165.76 (C), 152.78 (C), 145.75 (C), 138.43 (C), 131.51 (CH),
131.07 (C), 126.61 (CH), 126.46 (C), 119.91 (CH), 119.68 (C), 94.57 (CH), 58.99 (OCH3),
50.56 (CH2), 32.11 (CH2), 31.43 (CH2), 29.48 (CH2), 25.36 (CH2), 22.51 (CH2), 19.72
(CH2), 14.07 (CH3), 13.49 (CH3), 12.81 (CH3). HRMS (El) m/z [M]+ calculado para
[C22H31N50] 381.2529; encontrado: 381.2524.

Ejemplo 5: Sintesis del compuesto Id_representado por la formula:

Id

Cloruro de (2)-3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-2H-pirrolio (1d). Una mezcla del carbaldehido b (1 equiv, 0.3 mmol) y 2-metil-
3-pentilpirrol (2 equiv, 0.6 mmol) se disuelve en 5 mL de MeOH bajo atmdsfera de nitrégeno
a temperatura ambiente. Sobre esto se afiade HCI disuelto en MeOH (2 equiv, 0.6 mmol)
gota a gota en 15 minutos. Una vez que una placa de TLC muestra que el material de
partida se ha consumido el disolvente es evaporado a presién reducida. El residuo
resultante se purifica mediante columna cromatografica en 6xido de aluminio (hexane/AcOEt
3:1) obteniéndose el compuesto Ib. Rendimiento 63 %. 1H NMR (300 MHz, CDCI3): & =
13.73 (s, 1H), 13.26 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 7.14 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 4.41 (t, J =
7.3 Hz, 2H), 3.99 (s, 3H, OCH3), 2.56 (s, 3H), 2.37 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.02-1.87 (m, 2H),
1.59-1.46 (m, 2H), 1.35-1.15 (m, 14H), 0.85 (dt, J = 6.8, 6.9 Hz, 6H). 13C NMR (75 MHz,
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CDCI3): 6 = 165.84 (C), 152.86 (C), 145.86 (C), 138.52 (C), 131.57 (CH), 131.15 (C), 126.65
(CH), 126.53 (C), 120.00 (CH), 119.77 (C), 94.66 (CH), 59.05 (OCH3), 50.96 (CH2), 31.82
(CH2), 31.50 (CH2), 30.31 (CH2), 29.57 (CH2), 29.17 (CH2), 29.06 (CH2), 26.57 (CH2),
25.44 (CH2), 22.71 (CH2), 22.59 (CH2), 14.19 (CH3), 14.15 (CH3), 12.90 (CH3). HRMS (EI)
m/z [M]+ calculado para [C26H39N50] 437.3155; encontrado: 437.3159.

Ejemplo 6. Toxicidad de los compuestos la, Ib, Ic y Id en distintas lineas celulares. Se
utilizaron las siguientes lineas celulares:

- MCF-7: células de adenocarcinoma de mama humano.

- A549: células de adenocarcinoma de pulmon humano.

- MCF-10A: células de epitelio humano mamario normal.

El efecto de los derivados la, Ib, Ic y Id en la viabilidad de diferentes lineas celulares
cancerosas (MCF-7 y A459) y lineas celulares no cancerosas (MCF-10A) fue determinado
por el ensayo del MTT, donde MTT significa bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, tiazol azul. En este ensayo, 10x10® células fueron sembradas en placas de
cultivo de 96 pocillos y tras 24 horas fueron incubadas en ausencia (células control) o en
presencia de distintas concentraciones de la, Ib, Ic y Id durante 24 horas. Posteriormente, se
afiadi6 10 yM de MTT durante 4 horas y las absorbancias fueron medidas en un
espectrofotometro a una longitud de 570 nm. Estos ensayos permitieron calcular las
concentraciones necesarias para disminuir el 50% de la viabilidad celular. Este valor, IC50,

se recoge en la siguiente tabla.

ICs0 (UM 1Cs0 (UM ICs0 (UM
Compuesto MC(F-7) A5(49 ) MCF(-10/1
la >100 9270+ 354 7992+ 9.74
I >100 >100 >100
Ic 46.62 + 7.35 3499+ 1149  31.16 +1.58
Id 33.86 + 16.12 5432+ 1545  32.96 + 5.99

Los resultados indican una citotoxicidad de baja a muy moderada de estos compuestos.
Todos los ensayos de transporte de aniones en células han sido realizados a
concentraciones inferiores a las indicadas, de tal manera que la viabilidad de las células no

estd comprometida en esas condiciones.

Ejemplo 7.
Medidas funcionales de la capacidad de transportar aniones de los compuestos la, Ib, Ic y

Id.

Células:
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Se utilizo la linea celular FRT (Fisher rat thyroid), una linea de tiroides de rata con expresion
estable de la proteina fluorescente amarilla (YFP). Las células se siembran en placas de 96

pocillos a una densidad de 40,000 células/pocillo.

El método:

El ensayo se basa en la diversa capacidad de los aniones cloruro (CI") y ioduro (I') de
extinguir la fluorescencia de la proteina YFP. Las células fueron sembradas en presencia de
una solucion extracelular con 130 mM NaCl, condicién en la cual la fluorescencia de la YFP
es muy brillante. En estas condiciones, las células fueron incubadas con los diversos
compuestos a diversas concentraciones o con dimetil sulféxido (DMSQO) como control. Se
registra la fluorescencia inicial con un lector de fluorescencia y luego de pocos segundos se
agrega una solucion de Nal. Si el compuesto es activo, el I se internaliza y, compitiendo con
el ClI" por la YFP, se une a ésta y extingue la fluorescencia (Figura 1). El ajuste de la curva a
una ecuacion exponencial y su sucesiva derivada permite calcular la velocidad maxima de
extincion de la fluorescencia (VmEF) para cada concentracién y este parametro es una

indicacioén directa de la actividad del compuesto.

Resultados:

La VmEF para cada concentracion permite reconstruir una curva dosis-respuesta (Figura 2)
y obtener los siguientes valores de EC50: la > 40 pM; Ib = 21.83 + 2.74; Ic = 17.05 + 1.30; Id
= 24.88 + 3.28. Estos ensayos muestran que las concentraciones que permiten obtener el
50% de actividad son inferiores a las concentraciones para reducir la viabilidad del 50%, en

especial para los compuestos Ib y Ic.

Sucesivamente se establecio si la actividad de transporte de estos compuestos variaba con
el pH. Para esto se usaron soluciones de Nal tamponadas a pH 7.3, 6.9, 6.6 y 6.2 (Figura 3).
Los resultados indican que los compuestos Ib, Ic y Id presentan una actividad que depende
netamente del pH. Para el compuesto la, se nota que la actividad es muy baja y no es
significativamente diversa a los diversos valores de pH. Es interesante notar que si bien a
pH 7.3 la actividad de estos compuestos es muy inferior a la de la proteina CFTR, incluida
en la figura como comparacion, a valores de pH mas acidos la actividad mas elevada de los
compuestos se acerca mucho a la de la CFTR. Estos resultados sugieren que en
condiciones de inflamacién como las descritas en las vias aéreas de los pacientes con
fibrosis quistica, donde el pH es mas acido que en condiciones normales, los compuestos

tienen una actividad 2-3 veces mayor que aquella medida a pH 7.3.
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Otra informacién importante era establecer la cinética de incorporacién en la membrana de
este tipo de compuestos. Para eso fue seleccionado el compuesto Ic (12 uM) pues su mayor
actividad permite un mejor seguimiento temporal.

Los datos obtenidos indican que la actividad de Ic aumenta muy rapidamente al inicio, por lo
que a 2 minutos de incubacion el transporte corresponde al 50% de la actividad final (Figura
4). La actividad de transporte continia aumentando mas lentamente en los siguientes 30

minutos hasta llegar a un valor mas o menos constante.

Determinacién de la estabilidad de los compuestos en la membrana celular. Para obtener
esta informacioén, las células fueron incubadas durante 45 minutos con el compuesto Ic (12
MM) vy luego el compuesto fue lavado de la solucién extracelular y la actividad fue medida
cada dos minutos durante 60 minutos (Figura 5). Los resultados muestran que la actividad
de transporte disminuye muy lentamente, de manera que después de 1 hora aun se detecta

mas del 85% de la actividad inicial.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

donde R, Ry, Rs, Rg, R7 Y Rg se seleccionan de forma independiente de entre el grupo
formado por: H, OH, hal6geno, O-Ry, NRj)R;11, COORy, CONRoR;;, alquilo, cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo, heterociclo o hetarilo,

R4y Rs se seleccionan de entre el grupo formado por: H, OH, halégeno, O-Rg, NR1oR11,
COORy, CONRyR14, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo,

y en donde Ry, Ry, ¥ R11 son radicales seleccionados de forma independiente de entre el
grupo formado por: H, OH, halégeno, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

arilalquilo, heterociclo o hetarilo.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el mismo se selecciona de
forma independiente de entre el grupo formado por:
Cloruro de  (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (la), Cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-
pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-2-
((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrol cloruro (Ic), Cloruro de (Z)-3-metoxi-2-
((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio (1d).

3. Procedimiento de obtenciéon de un compuesto de formula (1), segun las reivindicaciones

1 0 2, que comprende las siguientes etapas:

(a) la reaccién de cicloadicion de una azida RgN3 y un compuesto 5-alquinil-2H-pirrol-2-
ilideno de férmula (IIl), utilizando un catalizador de cobre, para generar un
compuesto triazolil-pirrol-carbaldehido de férmula (11)

(b) La condensacion del compuesto de formula (ll) obtenido anteriormente, con un pirrol
no sustituido en posicién alfa de férmula (IV), en presencia de un una cantidad

catalitica de &cido y de un disolvente organico.
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(c) La evaporacién del disolvente organico y la purificacion mediante columna

cromatogréfica del compuesto de férmula (1).

Composicion farmacéutica que comprende el compuesto de formula (I) de las
reivindicaciones 1 0 2, o una sal de adicidon o un solvato farmacéuticamente aceptable

del mismo y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 4 caracterizada por que el compuesto
de formula (I) se selecciona de forma independiente de entre el grupo formado por:
Cloruro de  (2)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-pirrol-2-il)metilen)-3-
metoxi-2H-pirrolio (la), Cloruro de (Z)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2-((3,5-dimetil-1H-
pirrol-2-il)metilen)-3-metoxi-2H-pirrolio (Ib), Cloruro de (Z)-5-(1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
3-metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-2H-pirrolio  (Ic), Cloruro de (2)-3-
metoxi-2-((5-metil-4-pentil-1H-pirrol-2-il)metilen)-5-(1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-pirrolio
(1d).

Uso de un compuesto de formula (I), de las reivindicaciones 1 o 2, para preparar un

medicamento.

Uso de un compuesto de formula (I), de las reivindicaciones 1 o 2, para preparar un
medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del

transporte anémalo de aniones a nivel celular.

Uso de un compuesto de férmula (I), de las reivindicaciones 1 o 2, para preparar un
medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.

Uso de la composicion farmacéutica de las reivindicaciones 4 o 5, para preparar un

medicamento.
Uso de la composicion farmacéutica de las reivindicaciones 4 o 5, para preparar un
medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de enfermedades derivadas del

transporte andémalo de aniones a nivel celular.

Uso de la composicion farmacéutica de las reivindicaciones 4 o 5, para preparar un

medicamento destinado al tratamiento y/o profilaxis de la fibrosis quistica.
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12. Compuesto intermedio de la reaccién de cicloadicion (a) segun la reivindicacion 3,

caracterizado por ser un triazol-pirrol-carbaldehido de formula (Il)

N—N H O

6

(h
donde R; y Rs se seleccionan de entre el grupo formado por: H, OH, halégeno, O-Rq,
NRoR11, COORg, CONR1oR11, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, arilalquilo,
Rs, R7 v Rg se seleccionan de forma independiente de entre el grupo formado por: H,
OH, halégeno, O-Rs, NRygR;;, COOR, CONRyoR1;, alquilo, cicloalquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, arilalquilo, heterociclo o hetarilo,
y en donde Rg, RipY Ry son radicales seleccionados de forma independiente de entre el
grupo formado por: H, OH, halégeno, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

arilalquilo, heterociclo o hetarilo.

13. Compuesto intermedio segun la reivindicacion 12, caracterizado por ser 5-(1-butil-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi-1H-pirrol-2-carbaldehido de férmula (l1a):

N—N H O
/ N

N
a O

/

14. Compuesto intermedio segun la reivindicacion 12, caracterizado por ser 5-(1-octil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-3-metoxi- 1H-pirrol-2-carbaldehido de férmula (l1b).

N=N H o O

|\1 N

CgHir™ S \ H

lIb
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Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-14 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 7-14 Sl
Reivindicaciones 1-6 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531749

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 9517381 A1 (PHARMACIA SPA) 29.06.1995
D02 WO 9940069 A1 (PHARMACIA&UPJOHN SPA) 12.08.1999
D03 B DIAZ DE GRENU et al., Chemistry A European Journal 2011, 2011

vol 17, pp 14074-14083. "Synthetic Prodiginine Obatoclax (GX15-
070) and related analogues: anion binding, transmembrane
transport and cytotoxicity properties”, paginas 14074,14075.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere, reivindicaciones 1y 2, a los compuestos de formula (1) de la reivindicacién 1, al procedimiento para su
obtencion (reivindicacion 3), a la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (1) (reivindicaciones 4
y 5) y al uso para fabricar un medicamento, reivindicaciones 6-11, destinado al tratamiento de enfermedades derivadas del
transporte anémalo de aniones a nivel celular, tal como la fibrosis quistica. Las reivindicaciones 12,13 y 14 reivindican los
compuestos de férmula (II) como intermedios para la sintesis de los compuestos de formula (1).

El documento D1 divulga compuestos de férmula (I) de la reivindicacion 1 derivados de 2,2’-bipirrol con actividad
inmunosupresora; comparando las formulas generales de la solicitud y de D1 se observa que se diferencian en que en la
solicitud se ha sustituido un pirrol por un triazol manteniéndose la parte activa de la molécula similar a la estructura de
prodiginina, los compuestos de férmula (I) de la solicitud son nuevos puesto que no se han encontrado en el estado de la
técnica, sin embargo no pueden considerarse inventivos pues un técnico en la materia seria capaz de considerar esta
sustitucion de un heterociclo por otro similar, en ausencia de un efecto inesperado este cambio en la estructura no puede
considerarse inventivo pues no supone una diferencia significativa en la estructura molecular.

Por otra parte, el procedimiento de sintesis de la solicitud es similar al divulgado en D1 por condensacion del
correspondiente aldehido con un pirrol. También se divulga en D1 la composicién farmacéutica que comprende estos
compuestos.

El documento D2 divulga derivados de prodigiosina sustituidos por benciloxi y el documento D3 divulga la actividad
farmacoldgica de un derivado de prodigiosina relacionada con el transporte de aniones a nivel celular.

Respecto a las reivindicaciones 12-14 de los intermedios sintéticos se consideran nuevos pues no se han encontrado en la
técnica anterior, la condensacion del aldehido con el heterociclo constituye el procedimiento de sintesis de eleccién para un
técnico en la materia.

En consecuencia, se concluye que las reivindicaciones 1-6 de la solicitud carecen de actividad inventiva y las
reivindicaciones 7-14 son nuevas e inventivas, segun lo dispuesto en los Art. 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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