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DESCRIPCION
Derivados 2-aminoquinazolinicos sustituidos heterociclicos para el tratamiento de infecciones viricas

Esta invencion se refiere a derivados 2-aminoquinazolinicos sustituidos heterociclicos, procesos para su preparacion,
composiciones farmacéuticas y su uso en el tratamiento de infecciones viricas.

La presente invencién se refiere al uso de derivados 2-aminoquinazolinicos sustituidos heterociclicos en el tratamiento
de infecciones viricas, trastornos inmunitarios o inflamatorios, donde interviene la modulaciéon o el agonismo de
receptores de tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés). Los receptores de tipo Toll son proteinas transmembranales
primarias que se caracterizan por un dominio extracelular rico en leucina y una extensién citoplasmica que contiene una
region conservada. El sistema inmunitario innato puede reconocer patrones moleculares asociados con patégenos
mediante estos TLR que se expresan en la superficie celular de ciertos tipos de células inmunitarias. El reconocimiento
de patégenos externos activa la produccion de citocinas y aumenta la cantidad de moléculas coestimuladoras en los
fagocitos. Esto conlleva la modulacion del comportamiento de los linfocitos T.

Se ha estimado que la mayoria de las especies de mamiferos tienen entre diez y quince tipos de receptores de tipo Toll.
Se han identificado trece TLR (denominados TLR1-TLR13) en seres humanos y ratones conjuntamente, y se han
encontrado formas equivalentes de muchos de ellos en otras especies de mamiferos. Sin embargo, los equivalentes de
ciertos TLR que se encuentran en los seres humanos no estan presentes en todos los mamiferos. Por ejemplo, un gen
que codifica una proteina analoga a TLR10 en los seres humanos esta presente en ratones, pero al parecer ha sido
dafiado en algun momento del pasado por un retrovirus. Por otro lado, los ratones expresan los TLR 11, 12 y 13, ninguno
de los cuales esta representado en los seres humanos. Otros mamiferos pueden expresar TLR que no se encuentren en
los seres humanos. Otras especies que no sean mamiferos pueden tener TLR distintos a los de los mamiferos, como
demuestra TLR14, que se encuentra en el pez globo Takifugu. Esto puede complicar el proceso de utilizacién de
animales de experimentacién como modelos de inmunidad innata humana.

Para consultar articulos de revision sobre TLR, remitase a los siguientes articulos de revistas: Hoffmann, J.A., Nature,
426, pags. 33-38, 2003; Akira, S., Takeda, K. y Kaisho, T., Annual Rev. Immunology, 21, pags. 335-376, 2003; Ulevitch,
R. J., Nature Reviews: Immunology, 4, pags. 512-520, 2004.

Previamente se han descrito compuestos que presentan actividad sobre los receptores de tipo Toll, tales como derivados
de purina en WO 2006/117670, derivados de adenina en WO 98/01448 y WO 99/28321, y pirimidinas en WO
2009/067081.

Sin embargo, se requiere disponer con urgencia de moduladores de receptores de tipo Toll novedosos que presenten
una selectividad preferida, mayor potencia, mayor estabilidad metabdlica y un perfil de seguridad mejorado en
comparacién con los compuestos de la técnica anterior.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un compuesto de formula (1)

Rs
R4
R | AN
\” N NH,

o una de sus sales, tautomeros, formas estereocisoméricas, solvatos o polimorfos farmacéuticamente aceptables, donde

R1 es cualquiera de las siguientes estructuras
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R2 es hidrégeno, -O-alquilo (C1.3), halégeno, alquilo (C1.3), -O-alquil (C1.3)-O-alquilo (C1.3) o CH,OH;

R3 es hidrégeno, -O-alquilo (C1.3), halégeno, alquilo (C1.3) o —C(=0)-R7; donde R7 es -O-alquilo (C13), NH2, NH(CH3),
N(CH3)2, N(CHs)alquilo (C1.3), N((alquilo (C1-3))2 o pirrolidina;

R4 es hidrégeno o fluor;
Rs es alquilo (C+.3), fluoroalquilo (C1.3) o CH20H;

Re es NH2, NH(CH3) o N(CH3)2, (hetero)anilinas opcionalmente sustituidas con uno o mas grupos Rs, Rg, R10 R11 0 R12 0
(hetero)bencilaminas opcionalmente sustituidas con uno o mas grupos Rs, Rg, R+, R11 0 R12,

Rs, Rg, R10, R11 ¥ R12, los cuales son iguales o diferentes, se seleccionan independientemente entre hidrogeno, alquilo
(C1.3), -O-alquilo (C1.3) 0 halégeno

y
R13 es hidrogeno, alquilo (C+.3) o fluoroalquilo (C1.3);

Los compuestos preferidos de acuerdo con la invencion son los compuestos con los numeros 12 y 29, que se
representan en la Tabla Il.

Los compuestos de formula (I) y sus sales, tautdmeros, formas estereoisoméricas, solvatos o polimorfos
farmacéuticamente aceptables presentan actividad como agentes farmacéuticos, en particular como moduladores de la
actividad de los receptores de tipo Toll (especialmente TLR7 y/o TLR8).

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de férmula (l) o una de sus sales, tautdmeros, formas estereoisoméricas, solvatos o polimorfos farmacéuticamente
aceptables, junto con uno o mas excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables.

Ademas, un compuesto de féormula (I) o una de sus sales, solvatos, tautomeros, formas estereoisoméricas o polimorfos
farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la presente invencién, o una composicién farmacéutica que comprende
dicho compuesto de férmula () o una de sus sales, solvatos, tautémeros, formas estereoisoméricas o polimorfos
farmacéuticamente aceptables se puede utilizar como un medicamento.
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Otro aspecto de la invencidn consiste en que un compuesto de férmula (I) o una de sus sales, solvatos, tautdomeros,
formas estereocisoméricas o polimorfos farmacéuticamente aceptables, o dicha composicién farmacéutica que
comprende dicho compuesto de férmula (1) o una de sus sales, solvatos, tautémeros, formas estereoisoméricas o
polimorfos farmacéuticamente aceptables se puede utilizar segun corresponda en el tratamiento de un trastorno en el
que intervenga la modulaciéon de TLR7 y/o TLRS.

El término "alquilo (C1.3)" se refiere a un hidrocarburo alifatico saturado de cadena lineal, de cadena ramificada o ciclico
que contiene el numero especificado de atomos de carbono.

El término "fluoroalquilo (C1.3)" se refiere a un hidrocarburo alifatico saturado de cadena lineal, de cadena ramificada o
ciclico que contiene el nUmero especificado de atomos de carbono en el que se han reemplazado uno o mas atomos de
hidrégeno por un atomo de fltor.

El término "haldégeno" se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo, preferentemente a fltor o cloro.

El término "anilina" se refiere a un compuesto con la férmula CsHsNR 13- constituido por un grupo fenilo unido a un grupo
amino; el término "(hetero)anilina" se refiere a que, en el anillo aromatico, hay 1-3 atomos de nitrégeno presentes,
preferentemente 1 4tomo de nitrégeno.

El término "bencilamina" se refiere a un compuesto de formula CsHsCH2NR 13- constituido por un grupo bencilo, CeHsCHo,
unido a un grupo funcional de tipo amina; el término "(hetero)bencilamina" se refiere a que, en el anillo aromatico, hay 1-
3 atomos de nitrégeno presentes, preferentemente 1 atomo de nitrégeno.

Tal como se utiliza en la presente, cualquier formula quimica con enlaces que se muestren solo como lineas continuas y
no como enlaces en forma de cufia continua o en forma de cufia discontinua, o que se indique de otro modo que tiene
una configuracion particular (p. €j., R, S) alrededor de uno o mas atomos, contemplara cada estereoisémero o mezcla de
dos o0 mas estereoisémeros posible.

Las expresiones "estereoisémeros", "formas estereoisoméricas" o "formas estereoquimicamente isoméricas" se utilizan
indistintamente con anterioridad o en lo sucesivo en la presente.

La invencion incluye todos los estereoisdmeros de los compuestos de la invencion, ya sea como un estereoisdbmero puro
0 como una mezcla de dos o mas estereoisomeros.

Los enantiémeros son estereoisdmeros que son imagenes especulares no superponibles entre si. Una mezcla 1:1 de un
par de enantidmeros es un racemato o mezcla racémica.

Los diasteredmeros (o diastereoisomeros) son estereoisdbmeros que no son enantiomeros, es decir, que no estan
relacionados como imagenes especulares. Si un compuesto contiene un doble enlace, los sustituyentes pueden estar en
la configuracion E o Z. Si un compuesto contiene al menos un grupo ciclico no aromatico disustituido, los sustituyentes
pueden estar en la configuracion cis o trans.

Por lo tanto, la invencion incluye enantiomeros, diasteredmeros, racematos, isémeros E, isdbmeros Z, isomeros cis,
isdmeros trans y mezclas de estos, siempre que sea quimicamente posible.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con el significado de todos estos términos, es decir, enantidmeros,
diastereémeros, racematos, isomeros E, isébmeros Z, isdomeros cis, isomeros trans y mezclas de estos.

La configuracion absoluta se especifica de acuerdo con el sistema de Cahn-Ingold-Prelog. La configuracién en un atomo
asimétrico se especifica como R o S. Los estereoisémeros resueltos cuya configuracién absoluta se desconoce se
pueden designar como (+) o (-), dependiendo de la direccion en la cual hagan rotar el plano de la luz polarizada. Por
ejemplo, los enantidmeros resueltos cuya configuracion absoluta se desconoce se pueden designar como (+) o (-),
dependiendo de la direccion en la cual hagan rotar el plano de la luz polarizada.

Cuando se identifica un estereoisémero especifico, esto quiere decir que dicho estereoisémero esta sustancialmente
exento, es decir, asociado con menos de un 50%, preferentemente menos de un 20%, mas preferentemente menos de
un 10%, aun mas preferentemente menos de un 5%, en particular menos de un 2% y ain mas preferentemente menos
de un 1%, de los otros estereoisdomeros. Por lo tanto, cuando se especifica que un compuesto de Formula (1) es, por
ejemplo, (R), esto quiere decir que el compuesto esta sustancialmente exento del isémero (S); cuando se especifica que
un compuesto de Férmula (l) es, por ejemplo, E, esto quiere decir que el compuesto esta sustancialmente exento del
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isomero Z; cuando se especifica que un compuesto de Formula (I) es, por ejemplo, cis, esto quiere decir que el
compuesto esta sustancialmente exento del isémero trans.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula (1) incluyen sus sales de adicion de acido y base.
Las sales de adicién de acido adecuadas se forman a partir de acidos que forman sales atéxicas. Las sales de adicién
de base adecuadas se forman a partir de bases que forman sales atoxicas.

Los compuestos de la invencion también pueden existir en formas solvatadas y no solvatadas. El término "solvato" se
utiliza en la presente para describir un complejo molecular que comprende el compuesto de la invencién y una o mas
moléculas de disolvente farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, etanol.

El término "polimorfo" se refiere a la capacidad del compuesto de la invencién de existir en mas de una forma o
estructura cristalina.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar como productos amorfos o cristalinos. Se pueden
obtener, por ejemplo, como masas compactas sélidas, polvos o peliculas mediante métodos tales como la precipitacion,
cristalizacion, liofilizacion, secado por pulverizacion o secado por evaporacion. Se pueden administrar solos o
combinados con uno o mas compuestos de la invencién diferentes o combinados con uno o mas farmacos diferentes. En
general, se administraran como una formulacién asociados con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El
término "excipiente" se utiliza en la presente para describir cualquier ingrediente que no sea el o los compuestos de la
invencion. La seleccion del excipiente depende en gran medida de factores tales como la via particular de
administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y estabilidad, y la naturaleza de la forma farmacéutica.

Los compuestos de la presente invencién o cualquier subgrupo de estos se pueden formular en varias formas
farmacéuticas con el fin de poderlos administrar. Como composiciones adecuadas, se pueden citar todas las
composiciones empleadas normalmente para administrar farmacos por via sistémica. Para preparar las composiciones
farmacéuticas de esta invencién, se combina una cantidad eficaz del compuesto particular, opcionalmente en forma de
sal de adicion, como principio activo, en mezcla intima con un portador farmacéuticamente aceptable, pudiendo adoptar
dicho portador una gran variedad de formas dependiendo de la forma del preparado que se desee para la
administracién. Estas composiciones farmacéuticas se encuentran convenientemente en una forma farmacéutica unitaria
adecuada, por ejemplo, para la administracién oral, rectal o percutanea. Por ejemplo, en la preparacion de las
composiciones en una forma farmacéutica oral, se puede emplear cualquiera de los medios farmacéuticos habituales
tales como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de preparados liquidos orales tales
como suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones y soluciones; o portadores sélidos tales como almidones, azicares,
caolin, diluyentes, lubricantes, aglutinantes, agentes desintegrantes y similares en el caso de polvos, pastillas, capsulas
y comprimidos. Debido a su administracion sencilla, los comprimidos y las capsulas representan las formas
farmacéuticas unitarias orales mas convenientes, en cuyo caso se emplean obviamente portadores farmacéuticos
soélidos. También se incluyen los preparados en forma sélida que se pueden convertir, poco antes de su uso, en formas
liquidas. En las composiciones adecuadas para la administracion percutanea, el portador comprende opcionalmente un
agente potenciador de la penetracion y/o un agente humectante adecuado, combinados opcionalmente con aditivos
adecuados de cualquier naturaleza en proporciones minoritarias, donde los aditivos no provocan ningun efecto
perjudicial significativo en la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administracién a la piel y/o pueden ser utiles para
preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones se pueden administrar de varias formas, p. ej., como un
parche transdérmico, como una uncion dorsal puntual, como una pomada. Los compuestos de la presente invencion
también se pueden administrar por inhalacién o insuflacion mediante métodos y formulaciones empleados en la técnica
para la administracion por esta via. De este modo, en general los compuestos de la presente invenciéon se pueden
administrar a los pulmones en forma de una solucién, una suspension o un polvo seco.

Es especialmente conveniente formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en formas
farmacéuticas unitarias debido a la uniformidad de la dosis y a que se pueden administrar facilmente. La expresion
"forma farmacéutica unitaria", tal como se utiliza en la presente, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosis unitarias, donde cada unidad contiene una cantidad predeterminada de principio activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado asociada con el portador farmacéutico requerido. Algunos ejemplos de dichas
formas farmacéuticas unitarias son comprimidos (incluidos los comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pastillas,
sobres de polvos, obleas, supositorios, soluciones o suspensiones inyectables y similares, y multiples segregados de
estos.

Los expertos en el tratamiento de enfermedades infecciosas seran capaces de determinar la cantidad eficaz a partir de
los resultados de las pruebas que se presentan posteriormente en la presente. En general, se considera que una
cantidad diaria eficaz seria de 0.01 mg/kg a 50 mg/kg de peso corporal, mas preferentemente de 0.1 mg/kg a 10 mg/kg
de peso corporal. Podria resultar adecuado administrar la dosis requerida como dos, tres, cuatro o mas subdosis en



10

15

20

25

30

35

40

ES 2655843 T3

intervalos adecuados a lo largo del dia. Dichas subdosis se pueden formular como formas farmacéuticas unitarias, por
ejemplo, que contengan de 1 a 1000 mg y, en particular, de 5 a 200 mg de principio activo por forma farmacéutica
unitaria.

La dosis exacta y la frecuencia de administracién dependen del compuesto particular de formula (1) utilizado, la afeccion
particular que se esté tratando, la gravedad de la afeccién que se esté tratando, la edad, el peso y el estado fisico
general del paciente particular, asi como también de otra medicacion que el individuo pueda estar tomando, como bien
sabran los expertos en la técnica. Ademas, es obvio que la cantidad eficaz se puede reducir o incrementar dependiendo
de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacion del médico que prescriba los compuestos de la
presente invencion. Por consiguiente, los intervalos de la cantidad eficaz que se han mencionado anteriormente son
solamente orientativos y no se pretende que limiten el alcance ni el uso de la invenciéon de ninglin modo.

Preparacion de los compuestos de férmula (1)

Los compuestos de formula (I) se preparan de acuerdo con el esquema 1. Se calentaron ésteres o acidos antranilicos
sustituidos (ll) en condiciones acidas en presencia de un exceso de cianamida, utilizando un disolvente de tipo alcohol
(p. €j., etanol) o diglime de acuerdo con el método descrito en la bibliografia (O'Hara et al. JOC (1991) 56, pag. 776). La
sustitucion posterior de las 2-amino-4-hidroxiquinazolinas (lll) con una amina puede proceder mediante un agente de
acoplamiento tal como BOP o PyBOP en presencia de DBU y la amina en un disolvente polar aprético (p. ej., DMF).

Esquema 1:
Ry R4
Ry
= Zf
= ‘ U\
S NH HCI N " OON
2 | A
R, . N
H.CHs- o0 Ginamida HO \N*NHZ ggﬁ’HBZOP ’ N N NH
100°C DMF anhidra, TA v
I recipiente resistente i
a la presién

Seccién experimental

Procedimiento general para preparar una 2-amino-4-hidroxiquinazolina sustituida

~
(@] OH \O OH
O ~N N
1.5 eq. de cianamida 2
100°C
recipiente resistente -1
a la presion

En un recipiente resistente a la presion de 500 mL dotado de una barra agitadora magnética, se introdujeron el acido 2-
amino-6-metoxibenzoico (25 g, 149.6 mmol), etanol (200 mL), cianamida (9.43 g, 224 mmol) y HCI concentrado (6 mL).
Se permitié que la mezcla se agitara a 100 °C durante 16 h. Se permitid que la mezcla de reaccion se enfriara hasta
temperatura ambiente y el sélido se aislé6 mediante filtracion y se lavé con etanol y DIPE. El producto crudo se secé al
vacio a 50 °C para obtener un sélido blanquecino.

LC-MS m/z = 192(M+H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 3.88 (s, 3 H), 6.96 (dd, J=8.2, 3.1 Hz, 2 H), 7.69 (t, J=8.3 Hz, 1 H), 8.28 (s a, 2 H),
12.67 (s a, 1 H)

Tabla I: Compuestos de formula (lll). Los siguientes intermedios se prepararon de acuerdo con el método para
preparar llI-1.
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ESTRUCTURA

H RMN

LCMS (M+H)"

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 6.98 (dd,
J=11.0,8.3 Hz, 1 H), 7.13 (d, J=8.3 Hz, 1 H),
7.51 (s a, 2 H), 7.64 (td, J=8.3, 5.8 Hz, 1 H),
12.30 (s a, 1 H)

180

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7.01 - 7.16
(m, 2 H), 7.56 (s a, 2 H), 7.99 (t, J=7.7 Hz, 1 H),
10.38 - 13.48 (m, 1H)

180

"H RMN (400 MHz, DMSO-de) & ppm 6.51-6.67
(m, 2H), 7.00-7.08(m, 1H), 7.42(ddd, J =11.2, 7.9
1.3Hz, 1H), 7.69 (dd, J=7.9, 0.6Hz, 1H), 11.08 (s
a, 1H)

180

"H RMN (400 MHz, DMSO-de) & ppm 2.43 (s, 3
H), 7.22 (d, J=1.0 Hz, 1 H), 7.24 (s, 1 H), 7.89 (d,
J=8.0 Hz, 1 H), 8.29 (s a, 2 H), 12.65 (s a, 1 H)

176

No disponible

192

Cl N

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 741 (dd,
J=8.5,2.0 Hz, 1 H), 7.55 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 7.98
(d, J=8.5 Hz, 1 H), 8.49 (s a, 2 H), 10.79 - 13.69
(m, 1 H)

196

_0

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.87 - 3.95
(m, 3 H), 7.12 - 7.47 (m, 1 H), 7.83 (dd, J=8.3,
1.4 Hz, 1 H), 7.99 (d, J=1.3 Hz, 1 H), 8.07 - 8.13
(m, 1H), 8.43 (s a, 2 H)

220

~N

Y

N”" NH,

No disponible

174 (M-HY

Compuesto de referencia

~No  OH

~N

Y

N~ NH,

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.74 - 3.82
(m, 3 H), 6.42 (s a, 2 H), 6.62 (d, J=7.7 Hz, 1 H),
6.75 (dd, J=8.3, 0.8 Hz, 1 H), 7.44 (t, J=8.3 Hz, 1
H), 10.91 (s a, 1 H)

192
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# | ESTRUCTURA HRMN LCMS (M+H)"
10 Br OH "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7.40 (dd, ND
J=8.7, 4.7 Hz, 1 H), 7.48 (t, J=8.8 Hz, 1 H)
~N
/)\
N~ NH,

F

Procedimiento general para preparar el compuesto IV

El compuesto Ill (1.5 mmol) y DBU (3.75mmol) se disolvieron en 5 mL de DMF en un vial de vidrio de 30 mL. Después de
5 minutos, se afiadié BOP (1.5 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 5 minutos y a continuacién se afiadio
la amina (2.25 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante toda la noche. La mezcla de reaccién cruda se purificé
mediante HPLC prep. en (RP Vydac Denali C18 - 10 ym, 250 g, 5 cm). Fase movil (solucién de NH4sHCO3 al 0.25% en
agua, MeOH). Las fracciones deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de
nuevo para obtener el producto como un sélido.

Procedimiento general para preparar los compuestos 22, 23, 24, 26, 27 y 28

El compuesto 8 de formula (1) (remitase a la Tabla Il) (2.1 g, 6.5 mmol) se dispensé en THF (50 mL) y se afiadi6 LiOH
(409 mg, 9.74 mmol) seguido de MeOH (5 mL). La mezcla de reaccion se agité durante toda la noche a temperatura
ambiente. Se evaporaron los disolventes hasta que solo quedo agua. Se afiadieron 10 mL de HCI 1 M y el compuesto se
extrajo con 2-metiltetrahidrofurano (2 X 25 mL). Las fases organicas combinadas se secaron con MgSOs y se eliminaron
los disolventes a presion reducida para obtener el acido 2-amino-4-[1-(2-piridil)etilamino]quinazolin-7-carboxilico como un
sélido blanco.

El acido 2-amino-4-[1-(2-piridil)etilamino]quinazolin-7-carboxilico (200 mg, 0.65 mmol) y PyBOP (421 mg, 0.81 mmol) se
disolvieron en DMF (5 mL) en un vial de vidrio de 30 mL. Después de 5 minutos, se afiadié base de Hunig (0.557 mg,
3.23 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 5 minutos y a continuaciéon se afiadio la amina. La mezcla de
reaccion se agité durante toda la noche. La mezcla de reaccién cruda se purifico mediante HPLC preparativa en (RP
Vydac Denali C18 - 10 pm, 250 g, 5 cm). Fase movil (solucion de NHsHCO3 al 0.25% en agua, MeOH). Las fracciones
deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo para obtener el producto
como un sélido.

Procedimiento para preparar el compuesto 29

El compuesto 12 de formula (I) (remitase a la Tabla Il) (1500 mg, 4.78 mmol) y clorhidrato de piridina (3.32 g, 28.7 mmol)
se disolvieron en piridina (20 mL) y se calentaron hasta 120 °C durante 16 h. Se elimin¢ la piridina a presién reducida. La
fraccion residual se desactivd con una solucién de NaHCOs (sat., ac.). El precipitado se separo6 por filtracion, se lavo con
agua y se seco al vacio a 50 °C para proporcionar un sdlido de color café que se purific6 mediante HPLC preparativa
(fase estacionaria: RP Vydac Denali C18 - 10 ym, 200 g, 5 cm; fase mévil: solucion de NHsHCO3 al 0.25% en agua,
CH3CN), las fracciones deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo
para obtener 2-amino-4-[(5-metilisoxazol-3-il)metilamino]quinazolin-5-ol (100 mg) como un sdlido.

El 2-amino-4-[(5-metilisoxazol-3-il)metilamino]quinazolin-5-ol (40 mg, 0.15 mmol) y Cs,CO3; (144 mg, 0.44 mmol) se
disolvieron en DMF (7.5 mL) y se agitaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié éter 2-bromoetil
metilico (0.018 mL, 0.18 mmol) y toda la mezcla se agitd durante 16 horas a temperatura ambiente. Se eliminé el
disolvente a presion reducida y el residuo crudo se neutralizé con HCI 1 M y se purificé mediante HPLC preparativa en
(RP Vydac Denali C18 - 10 ym, 250 g, 5 cm). Fase movil (solucién de NH4sHCO3 al 0.25% en agua, MeOH). Las
fracciones deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo para obtener el
compuesto 29 como un sélido.

Procedimiento para preparar el compuesto 30
En un autoclave de acero inoxidable de 75 mL se introdujeron en atmdsfera de N, 2-amino-5-bromoquinazolin-4-ol (3 g,

12.5 mmol), Pd(OAc)2 (66 mg, 0.25 mmol), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (206 mg, 0.5 mmol), acetato de potasio (2.45 g,
25 mmol), metanol (25 mL) y THF (30 mL). El autoclave se cerré y se presurizd hasta 50 bar de CO gaseoso vy la
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reaccion se llevoé a cabo durante 16 horas a 100 °C. El precipitado formado se eliminé por filtracion para proporcionar 2-
amino-4-hidroxiquinazolin-5-carboxilato de metilo (2.35 g).

Se enfrid el 2-amino-4-hidroxiquinazolin-5-carboxilato de metilo (2.35 g) en THF (10 mL) hasta 0 °C. A continuacion, se
afiadio LiAlH4 . Se permitid que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. Se afiadio
EtOAc (5 mL) gota a gota a 0 °C, a continuacion se afiadieron 3 g de Na,SO4.10H,0 y toda la mezcla se agité durante
30 minutos. El precipitado se separo por filtracion y el filtrado se secé con MgSOy, se filtré y se evaporé a sequedad para
obtener 2-amino-5-(hidroximetil)quinazolin-4-ol (750mg) como un sélido amarillo.

El 2-amino-5-(hidroximetil)quinazolin-4-ol (300 mg, 1,57 mmol) se suspendié en THF (20 mL) con DBU (0.586 mL, 3.92
mmol), después de 5 minutos se afiadi6 BOP (833 mg, 1.88 mmol). Después de 15 minutos, se anadié (5-metil-3-
isoxazolil)metilamina (0.320 mL, 3.14 mmol). La mezcla se agit6 durante 16 horas a temperatura ambiente. Se elimin¢ el
disolvente a presion reducida y el producto crudo se purificé mediante HPLC preparativa en (RP Vydac Denali C18 - 10
pm, 250 g, 5 cm). Fase movil (solucién de NH4HCO; al 0.25% en agua, MeOH). Las fracciones deseadas se
recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo para obtener el compuesto 30 como un
sélido (119 mg).

Procedimiento para preparar el compuesto 31

Se afiadié una solucion recién preparada de NaOMe (1.25 mL, 6.25 mmol) en atmdsfera de N2 a una mezcla de 2-
amino-5-bromo-8-fluoroquinazolin-4-ol (500 mg, 1.94 mmol), bromuro de cobre (I) (39 mg, 0.27 mmol) y EtOAc (0.076
mL, 0.78 mmol) en MeOH (5 mL). La mezcla se calent6 a reflujo en un recipiente resistente a la presion durante 16
horas. Se eliminé el disolvente a presién reducida. El residuo se purificé mediante HPLC preparativa (fase estacionaria:
RP Vydac Denali C18 - 10 ym, 200 g, 5 cm); fase movil: solucién de NHsHCO3 al 0.25% en agua, MeOH), las fracciones
deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo para obtener 2-amino-8-
fluoro-5-metoxiquinazolin-4-ol (150 mg) como un sélido.

El 2-amino-8-fluoro-5-metoxiquinazolin-4-ol (150 mg, 0.72 mmol) se dispens6é en DMF (10 mL), se afiadi6 DBU (0.536
mL, 3.59 mmol) y a continuacion se afadio el reactivo BOP (396 mg, 0.90 mmol). La mezcla de reaccién se agito, y
cuando se volvié homogénea, se afadié (5-metil-3-isoxazolil)metilamina (0.115 mL, 1.08 mmol). La mezcla de reaccion
se agitd durante 16 horas. La reaccidon se concentré a presion reducida y el residuo se purific6 mediante HPLC
preparativa (fase estacionaria: RP Vydac Denali C18 - 10 ym, 200 g, 5 cm); fase mévil: soluciéon de NH4HCO3 al 0.25%
en agua, MeOH), las fracciones deseadas se recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de
nuevo para obtener el compuesto 31 como un soélido (64 mg).

Procedimiento para preparar el compuesto 32

El compuesto 31 (52.5 mg, 0.173 mmol) y clorhidrato de piridina (0.12 g, 1.039 mmol) en 1 mL de piridina se calentaron
hasta 120 °C durante 16 h. Los componentes volatiles se eliminaron a presién reducida. El residuo se desactivd con una
solucion de NaHCOs (sat., ac.). El precipitado se separ6 por filtracion, se lavé con agua y se sec6 al vacio a 50°C para
proporcionar 2-amino-8-fluoro-4-[(5-metilisoxazol-3-il)metilamino]quinazolin-5-ol (10 mg) como un soélido de color café.

El 2-amino-8-fluoro-4-[(5-metilisoxazol-3-il)metilamino]quinazolin-5-ol (10 mg, 0.035 mmol) y Cs,CO3 (33.8 mg, 0.104
mmol) en DMF (5 mL) se agitaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afadié éter 2-cloroetil metilico (4.1
mg, 0.043 mmol) y toda la mezcla se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente a presion
reducida. El residuo se disolvi6 en MeOH vy el precipitado (sales) se eliminé por filtracion. El filtrado se concentrd a
presién reducida y el residuo crudo se purificé6 mediante HPLC preparativa (fase estacionaria: RP SunFire Prep C18
OBD-10 pm, 30 x 150 mm); fase movil: solucion de NHsHCO3 al 0.25% en agua, CH3sCN), las fracciones deseadas se
recolectaron, se evaporaron, se disolvieron en MeOH y se evaporaron de nuevo para obtener el compuesto 32 como un
sélido (2 mg).

Tabla Il: Compuestos de féormula (l). Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con uno de los métodos
descritos anteriormente.
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.3 Hz, 3
H), 5.61 (quin, J=7.3 Hz, 1 H), 5.97 (s, 2 H), 7.05 (ddd,
J=8.1,6.9,1.2 Hz, 1 H), 7.20 (dd, J=8.4, 0.7 Hz, 1 H), 7.24
(ddd, J=7.5, 4.8, 0.9 Hz, 1 H), 7.44 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 7.49
(ddd, J=8.3, 6.9, 1.3 Hz, 1 H), 7.72 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1 H),
8.05 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.18 (dd, J=8.3, 1.0 Hz, 1 H), 8.50
-8.56 (m, 1 H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.53 (d, J=6.82 Hz, 3
H)3.99 (s, 3 H) 5.43 (t, J=6.82 Hz, 1 H) 6.03 (s, 2 H) 6.53 -
6.69 (m, 1 H) 6.81 (dd, J=8.36, 0.88 Hz, 1 H) 7.32 (ddd,
J=7.48,4.84,1.10 Hz, 1 H) 7.38 (t, J=8.14 Hz, 1 H) 7.46
(d, J=7.92 Hz, 1 H) 7.80 (td, J=7.70, 1.76 Hz, 1 H) 8.54 -
8.72 (m, 1 H) 9.01 (d, J=7.04 Hz, 1 H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4.05 (s, 3 H), 6.25 (s,
2 H), 6.43 (quin, J=7.8 Hz, 1 H), 6.62 - 6.68 (m, 1 H), 6.86
(dd, J=8.4, 0.9 Hz, 1 H), 7.44 (t, J=8.1 Hz, 1 H), 7.52 (ddd,
J=7.7,4.8,1.1 Hz, 1 H), 7.69 (d, J=7.7 Hz, 1 H), 7.95 (td,
J=7.7,1.8 Hz, 1 H), 8.74 - 8.79 (m, 1 H), 9.31 (d, J=8.4 Hz,
1 H)

"H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 1.60 (d,
J=6.6 Hz, 3 H), 5.34 (s a, 2 H), 5.49 (t, J=6.8 Hz, 1 H),
6.78 (td, J=8.6, 2.6 Hz, 1 H), 7.02 (dd, J=10.8, 2.6 Hz, 1
H), 7.19 (ddd, J=7.5, 4.8, 1.1 Hz, 1 H), 7.26 - 7.31 (m, 1
H), 7.59 (d, J=6.8 Hz, 1 H), 7.65 (td, J=7.6, 1.9 Hz, 1 H),
7.73(dd, J=9.0, 5.9 Hz, 1 H), 853 -8.61 (m, 1 H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.58 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 2.35 (s, 3 H), 5.59 (quin, J=7.3 Hz, 1 H), 5.94 (s, 2 H),
6.90 (dd, J=8.3, 1.2 Hz, 1 H), 7.01 (s, 1 6 H), 7.23 (dd,
J=6.9,5.2 Hz, 1 H), 7.43 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 7.72 (td,
J=7.7,1.8 Hz, 1 H), 7.97 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.07 (d, J=8.4
Hz, 1 H), 848 -8.57 (m, 1 H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.57 (d, J=7.04 Hz, 3
H)3.80 (s, 3 H) 5.58 (t, J=7.37 Hz, 1 H) 5.89 (s, 2 H) 6.61
(d, J=2.42 Hz, 1 H) 6.67 (dd, J=8.91, 2.53 Hz, 1 H) 7.23
(ddd, J=7.48, 4.84, 0.88 Hz, 1 H) 7.42 (d, J=7.92 Hz, 1 H)
7.72 (td, J=7.70, 1.76 Hz, 1 H) 7.89 (d, J=8.14 Hz, 1 H)
8.08 (d, J=9.02 Hz, 1 H) 8.52 (dt, J=3.96, 0.88 Hz, 1 H)

10
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.59 (d, J=7.3 Hz, 3
H), 5.53 - 5.65 (m, 1 H), 6.21 (s a, 2 H), 7.07 (dd, J=8.7,
2.1 Hz, 1H), 7.18 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 7.24 (ddd, J=7.4, 4.8,
1.0 Hz, 1 H), 7.43 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 7.73 (td, J=7.6, 1.9
Hz, 1 H), 8.19 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.23 (d, J=8.8 Hz, 1 H),
8.50 - 8.56 (m, 1 H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 3.88 (s, 3 H), 5.61 (quin, J=7.2 Hz, 1 H), 6.22 (s, 2 H),
7.25 (ddd, J=7.5, 4.8, 0.9 Hz, 1 H), 7.45 (d, J=7.9 Hz, 1 H),
7.54 (dd, J=8.6, 1.8 Hz, 1 H), 7.70 - 7.77 (m, 2 H), 8.28 (d,
J=79 Hz, 1 H), 8.32 (d, J=8.6 Hz, 1 H), 8.51 - 8.57 (m, 1
H)

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.60 (d, J=7.04 Hz, 3
H) 5.61 (quin, J=7.26 Hz, 1 H) 6.25 (s a, 2 H) 6.99 (td,
J=7.98, 4.95 Hz, 1 H) 7.25 (ddd, J=7.48, 4.84, 0.88 Hz, 1
H)7.29 - 7.36 (m, 1 H) 7.44 (d, J=7.92 Hz, 1 H) 7.73 (td,
J=7.65, 1.87 Hz, 1 H) 8.01 (d, J=8.14 Hz, 1 H) 8.17 (d,
J=8.14 Hz, 1 H)8.52 - 8.59 (m, 1 H)

10
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"H RMN (400 MHz, DMSO-de) & ppm 1.69 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 3.96 (s, 3 H), 5.80 (quin, J=7.1 Hz, 1 H), 6.09 (s, 2 H),
6.60 (dd, J=8.0, 0.8 Hz, 1 H), 6.83 (dd, J=8.4, 0.9 Hz, 1 H),
7.40 (t, J=8.3 Hz, 1 H), 7.61 (d, J=3.1 Hz, 1 H), 7.77 (d,
J=3.3 Hz, 1 H), 8.37 (d, J=7.7 Hz, 1 H)

11

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.35 (d, J=0.9 Hz, 3
H), 4.72 (d, J=5.3 Hz, 2 H), 6.22 (d, J=0.7 Hz, 1 H), 6.35
(s, 2 H), 6.80 (ddd, J=123,7.9, 0.9 Hz, 1 H), 7.04 (dd,
J=8.4,0.9 Hz, 1 H), 7.46 (td, J=8.2, 6.5 Hz, 1 H), 7.71 -
7.82 (m, 1H)

12

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.36 (d, J=0.7 Hz, 3
H), 3.92 (s, 3 H), 4.70 (d, J=5.7 Hz, 2 H), 6.05 (s, 2 H),
6.20 (d, J=0.7 Hz, 1 H), 6.56 (dd, J=8.0, 0.8 Hz, 1 H), 6.81
(dd, J=8.4, 0.9 Hz, 1 H), 7.38 (t, J=8.1 Hz, 1 H), 840 (t,
J=5.8 Hz, 1 H)

11
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.33 - 2.38 (m, 3 H),

4.67 (d, J=5.9 Hz, 2 H), 6.18 - 6.24 (m, 1 H), 6.27 (s, 2 H),

6.85-6.92 (m, 2 H), 7.99 - 8.07 (m, 1 H), 8.42 (t, J=5.7 Hz,
1 H)

14

o
kﬁ?&

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.35 (d, J=0.9 Hz, 3
H), 4.69 (d, J=5.9 Hz, 2 H), 6.22 (d, J=0.9 Hz, 1 H), 6.39 (s
a, 2 H), 6.98 (td, J=8.0, 4.8 Hz, 1 H), 7.33 (ddd, J=11.4,
7.8,1.1 Hz, 1 H), 7.79 (d, J=8.4 Hz, 1 H), 8.48 (t, J=5.8 Hz,
1 H)

15

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.97 (d, J=6.6 Hz, 3
H), 3.92 (s, 3 H), 4.44 - 4.55 (m, 1 H), 4.89 (d, J=3.1 Hz, 1
H), 5.69 (s a, 1 H), 6.06 (s, 2 H), 6.52 - 6.58 (m, 1 H), 6.79
(dd, J=8.3, 0.8 Hz, 1 H), 7.22 - 7.29 (m, 1 H), 7.32 - 7.41
(m, 3 H), 7.43 - 7.49 (m, 2 H), 8.07 (d, J=7.9 Hz, 1 H)

16

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.51 (d, J=6.8 Hz, 3
H), 3.79 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 5.39 (quin, J=7.0 Hz, 1 H),
6.05 (s, 2 H), 6.52 - 6.58 (m, 1 H), 6.79 (dd, J=8.4, 0.9 Hz,
1 H), 7.35 (t, J=8.3 Hz, 1 H), 7.45 (s, 1 H), 7.68 (s, 1 H),
7.84 (d, J=7.7 Hz, 1 H)

17

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.40 - 3.49 (m, 1 H),
3.60 - 3.71 (m, 1 H), 445 - 4.55 (m, 1 H), 4.79 (s a, 1 H),
4.97 -5.05 (m, 1 H), 562 (d, J=4.8 6 Hz, 1 H), 5.98 (s, 2
H), 7.02 (t, J=7.5 Hz, 1 H), 7.08 (d, J=8.3 Hz, 1 H), 7.13 -
7.21(m, 2 H), 7.27 (t, J=7.5 Hz, 2 H), 7.38 (d, J=7.3 Hz, 2
H), 7.42 - 7.50 (m, 1 H), 7.95 (d, J=8.3 Hz, 1 H)

12
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.55 (d, J=6.82 Hz, 3
H) 5.49 (td, J=6.77, 2.09 Hz, 1 H) 6.32 (s, 2 H) 6.82 (ddd,
J=12.76, 7.92, 0.88 Hz, 1 H) 7.05 (dd, J=8.47, 0.99 Hz, 1
H) 7.33 (ddd, J=7.54, 4.90, 0.99 Hz, 1 H) 7.42 - 7.57 (m, 2
H)7.82 (td, J=7.70, 1.76 Hz, 1 H) 7.93 (dd, J=14.63, 6.93
Hz, 1 H) 8.58 - 8.67

(m, 1H)

19

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.33 - 2.39 (m, 3 H),
2.75 (s, 3 H), 4.71 (d, J=5.3 Hz, 2 H), 6.06 (s, 2 H), 6.22 -
6.26 (m, 1 H), 6.82 (d, J=6.8 Hz, 1 H), 7.08 (d, J=7.7 Hz, 1
H), 7.13 (t, J=5.3 Hz, 1 H), 7.32 (dd, J=8.4, 7.3 Hz, 1 H)

20

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.49 (d, J=6.6 Hz, 3
H), 2.58 (s, 3 H), 4.02 (s, 3 H), 5.37 (quin, J=6.6 Hz, 1 H),
6.02 (s, 2 H), 6.56 - 6.62 (m, 1 H), 6.81 6 (dd, J=8.3, 0.8
Hz, 1 H), 7.20 (d, J=7.5 Hz, 1 H), 7.24 (d, J=7.7 Hz, 1 H),
7.37 (t, J=8.1 Hz, 1 H), 7.70 (t, J=7.7 Hz, 1 H), 9.21 (d,
J=6.8 Hz, 1 H)

21

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.36 (t, J=7.3 Hz, 3
H), 1.57 (d, J=6.8 Hz, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 4.21 - 4.42 (m, 2
H), 5.65 (quin, J=7.0 Hz, 1 H), 6.08 (s a, 2 H), 6.58 (dd,
J=79,0.7 Hz, 1 H), 6.81 (dd, J=8.4, 0.7 Hz, 1 H), 7.39 (t,
J=8.1 Hz, 1 H), 7.88 (s, 1 H), 8.26 (d, J=7.7 Hz, 1 H)

22

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.3 Hz, 3
H), 2.80 (d, J=4.4 Hz, 3 H), 5.60 (quin, J=7.3 Hz, 1 H),
6.11 (s, 2 H), 7.24 (ddd, J=7.4, 4.8, 1.0 Hz, 1 H), 7.45 (dt,
J=8.4,1.8 Hz, 2 H), 7.65 (d, J=1.8 Hz, 1 H), 7.73 (td,
J=7.7,1.8 Hz, 1 H), 8.16 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.25 (d, J=8.4
Hz, 1 H), 849 - 8.56 (m, 2 H)

13
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 2.91 (s, 3 H), 3.00 (s, 3 H), 5.61 (quin, J=7.3 Hz, 1 H),
6.12 (s, 2 H), 7.02 (dd, J=8.3, 1.7 Hz, 1 6 H), 7.12 (d,
J=15Hz, 1 H), 7.24 (ddd, J=7.5, 4.8, 0.9 Hz, 1 H), 7.44 (d,
J=79 Hz, 1 H), 7.73 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1 H), 8.16 (d, J=7.9
Hz, 1 H), 824 (d, J=8.4 Hz, 1 H), 8.51 - 8.56 (m, 1 H)

24

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.03 - 1.20 (m, 6 H),
1.60 (d, J=7.0 Hz, 3 H), 2.68 - 2.89 (m, 3 H), 3.76 - 3.91
(m, 1 H), 561 (quin, J=7.2 Hz, 1 H), 6.13 (s a, 2 H), 6.94 -
7.02 (m, 1 H), 7.02 - 7.12 (m, 1 H), 7.24 (ddd, J=7.4, 4.8,
1.0 Hz, 1 H), 7.44 (s, 1 H), 7.73 (td, J=7.7, 2.0 Hz, 1 H),
8.15 (s, 1 H), 8.23 (s, 1 H), 8.50 - 8.57 (m, 1 H)

25

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.23 (t, J=7.5 Hz, 3
H), 1.68 (d, J=7.0 Hz, 3 H), 2.71 (c, J=7.6 Hz, 2 H), 3.96
(s, 3 H), 5.71 (quin, J=7.2 Hz, 1 H), 6.05 (s a, 2 H), 6.57 -
6.62 (m, 1 H), 6.83 (dd, J=8.5, 0.8 Hz, 1 H), 7.41 (t, J=8.1
Hz, 1 H), 8.31 (d, J=7.5 Hz, 1 H)

26

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.05 (s a, 3 H), 1.16
(s a, 3H), 1.60 (d, J=7.0 Hz, 3 H), 3.20 (s a, 2 H), 3.43 (s
a, 2 H), 5.60 (quin, J=7.3 Hz, 1 H), 6.11 (s, 2 H), 6.97 (dd,
J=8.3,1.7 Hz, 1 H), 7.05 (d, J=1.3 Hz, 1 H), 7.24 (ddd,
J=74,4.8,1.0 Hz, 1 H), 7.45 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 7.73 (td,
J=76,1.9 Hz, 1 H), 8.15 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.24 (d, J=8.4
Hz, 1 H), 850 - 8.56 (m, 1 H)
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ESTRUCTURA

H RMN

27

*
=~

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 2.79 (d, J=4.4 Hz, 3 H), 5.60 (quin, J=7.3 Hz, 1 H),
6.09 (s, 2 H), 7.24 (ddd, J=7.4, 4.8, 1.0 Hz, 1 H), 7.41 -
7.48 (m, 2 H), 7.65 (d, J=1.5 Hz, 1 H), 7.73 (td, J=7.7, 2.0
Hz, 1 H), 8.15 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.24 (d, J=8.6 Hz, 1 H),
8.48 - 8.56 (m, 2 H)

28

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.60 (d, J=7.0 Hz, 3
H), 1.76 - 1.93 (m, 4 H), 3.37 (t, J=6.5 Hz, 2 H), 347 (t,
J=6.8 Hz, 2 H), 5.60 (quin, J=7.2 Hz, 1 H), 6.10 (s, 2 H),
7.12(dd, J=8.3, 1.7 Hz, 1 H), 7.22 (d, J=1.5 Hz, 1 H), 7.2
-7.26 (m, 1 H), 7.44 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 7.73 (td, J=7.7, 1
Hz, 1 H), 8.15 (d, J=7.9 Hz, 1 H), 8.23 (d, J=8.6 Hz, 1 H),
8.50 - 8.56 (m, 1 H)

3
.8

29

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.33 - 2.42 (m, 3 H)
3.27 (s, 3 H) 3.64 - 3.80 (m, 2 H) 4.16 - 4.31 (m, 2 H) 4.69
(d, J=5.50 Hz, 2 H) 6.12 (s, 2 H) 6.21 - 6.29 (m, 1 H) 6.59
(d, J=7.48 Hz, 1 H) 6.82 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 7.37 (t, J=8.25
Hz, 1 H)8.37 (s, 1 H)

30

HO

I=
=

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 0.87 (t, J=7.26 Hz, 3
H)1.23 - 1.38 (m, 2 H) 1.38 - 1.49 (m, 2 H) 1.54 (d, J=7.04
Hz, 3 H) 3.33 - 3.50 (m, 2 H) 5.38 (t, J=7.26 Hz, 1 H) 6.10
(s, 2 H) 7.05 (dd, J=7.04, 1.32 Hz, 1 H) 7.30 (dd, J=8.47,
1.21 Hz, 1 H) 7.48 (dd, J=8.36, 7.04 Hz, 1 H) 7.53 (dd,
J=1.87,0.77 Hz, 1 H) 7.68 (t, J=4.73 Hz, 1 H) 9.09 (d,
J=198 Hz, 1 H) 9.39 (d, J=8.14 Hz, 1 H)

31

HN

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.28 - 2.40 (m, 3 H)
3.90 (s, 3 H) 4.71 (d, J=5.94 Hz, 2 H) 6.21 (d, J=0.88 Hz, 1
H)6.33 (s a, 2 H) 6.46 (dd, J=8.80, 3.52 Hz, 1 H) 7.26 (dd,
J=10.89, 8.69 Hz, 1 H) 8.49 (t, J=5.72 Hz, 1 H)
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ESTRUCTURA

H RMN

32

F
/O\/\O N
E\ N
HN N NH,

g
/
o—N

No disponible

Métodos de purificacién por SFC

Procedimiento general

La separacién por cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) se llevé a cabo con CO, supercritico y un modificador

segun se especifica en la tabla utilizando una columna segun se especifica en la tabla.

Tabla lll: Compuestos de formula (I). Los siguientes compuestos se aislaron mediante una separacion por SFC.

+*

Columna

Modificador

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH,

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

MeOH con un 0.2% de iPrNH,

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH,

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH;

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.4% de iPrNH,,

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH.

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH,,

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH,

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH.

=21 ©| O Nl O o B W N =~

o

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

EtOH con un 0.4% de iPrNH.

-
»

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH.

-
(o]

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

iPrOH con un 0.2% de iPrNH,

N
o

Chiralpak Diacel AS 20 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH2

N
-

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH.

N
a

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

MeOH con un 0.4% de iPrNH,

N
(]

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

EtOH con un 0.2% de iPrNH.

N
<

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

MeOH con un 0.4% de iPrNH,

N
(o]

Chiralpak Diacel AD 30 x 250 mm

EtOH con un 0.4% de iPrNH2

Para todos los compuestos, el primer compuesto eluido se asigné como *R.

*R se refiere a una configuraciéon enantiomérica pura cuya estereoquimica absoluta es desconocida.

Métodos analiticos.

Procedimiento general
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La medicion de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) se llevé a cabo utilizando una bomba de LC, un haz de
diodos (DAD) o un detector de UV y una columna, segun se especifica en los métodos respectivos. Cuando fue
necesario, se incluyeron detectores adicionales (remitase a la tabla de los métodos a continuacién).

El flujo procedente de la columna se introdujo en un espectrometro de masas (MS), el cual se configur6 con una fuente
de iones a presion atmosférica. Un experto en la técnica sera capaz de fijar los parametros ajustados (p. €j., rango de
barrido, tiempo de permanencia...) para obtener iones que permitan la identificacion del peso molecular monoisotépico
nominal del compuesto (PM). La adquisiciéon de datos se llevé a cabo con el software adecuado.

Los compuestos se describen segun sus iones y tiempos de retencion experimentales (tr). Si no se especifica de otro
modo en la tabla de datos, el i6n molecular descrito corresponde a [M+H]" (molécula protonada) y/o [M-H] (molécula
desprotonada). En el caso de que el compuesto no se pueda ionizar directamente, se especifica el tipo de aducto (es
decir, [M+NH,]", [M+HCOOQOT, etc.). Para moléculas con muiltiples patrones isotdpicos (Br, Cl...), el valor indicado es el
que se obtiene para la masa isotopica mas baja. Todos los resultados se obtuvieron con las incertidumbres
experimentales que se asocian habitualmente con el método utilizado.

En lo sucesivo en la presente, “SQD” significa detector de cuadrupolo unico, “MSD” detector selectivo de masas, “TA”
temperatura ambiente, “BEH” hibrido con puente de etilsiloxano/silice, “DAD” detector de haz de diodos, “HSS” silice de
alta resistencia.

Tabla IV: Cédigos del método de LCMS (flujo expresado en mL/min; temperatura de la columna (T) en °C; tiempo de
analisis en minutos).

Cédigo |Instrumento Columna Fase movil |Gradiente Flujo Tiempo de
del Tdela analisis
método columna
B7010 |Waters: Acquity® Waters: A:95%de |Desdeun |0.8 35
B7014 UPLC®- DAD y |HSST3 CH3COONH4|{100% de A
SQD (1.8 uym, 10 mM + 5% |hasta un 5%
2.1*100 de CHsCN |de Aen2.10 B5 T
mm) B: CHsCN min, hasta
un 0% de A
en 0.90 min,
hasta un 5%
deAen0.5
min
B8011 Waters: Acquity® Waters: A:95%de |Desdeun |0.8 2
B8002 UPLC®-DAD y |BEH C18 [CH3COONH4|95% de A
SQD (1.7 ym, 10 mM + 5% |hasta un 5%
2.1*50 deCHsCN |deAen1.3 BT
mm) B: CHsCN min, se
mantiene
durante 0.7
min
B9007 |Waters: Acquity® Waters: A:95%de |Desdeun |0.8 35
B9008 UPLC®-DAD y |HSST3 CH3COONH4|{100% de A
SQD (1.8 uym, 10 mM + 5% |hasta un 5%
2.1*100 de CHsCN |de Aen2.10 55 T
mm) B: CH3CN min, hasta
un 0% de A
en 0.90 min,
hasta un 5%
deAen0.5
min

17
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Tabla V: Compuestos de formula (l). Los siguientes compuestos se caracterizaron de acuerdo con uno de los métodos
descritos anteriormente.

# | Cdodigo del Tiempo de retencion (min) Masa experimental (M+H)
método
1 | B7010B7014 0.61 266
2 | B7010B7014 1.59 296
3 | B9007B9008 1.61 350
4 | B8011B8002 0.69 284
5 | B7010B7014 1.39 280
6 | B7010B7014 1.31 296
7 | B8011B8002 0.78 300
8 | B9007B9008 1.32 324
9 | B9007B9008 1.29 284
10 | B9007B9008 1.31 302
11 | B8011B8002 0.69 274
12 | B7010B7014 1.26 286
13 | B8011B8002 0.64 274
14 | B7010B7014 1.32 274
15 | B8011B8002 0.77 325
16 | B8011B8002 0.62 299
17 | B8011B8002 0.53 311
18 | B8011B8002 0.79 284
19 | B8011B8002 0.65 270
20 | B8011B8002 0.84 310
21 | B8011B8002 0.61 314
22 | B8011B8002 0.56 323
23 | B8011B8002 0.59 337
24 | B8011B8002 0.70 365
25 | B8011B8002 0.75 315
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# | Cdodigo del Tiempo de retencion (min) Masa experimental (M+H)
método
26 | B8011B8002 0.69 365
27 | B8011B8002 0.56 323
28 | B8011B8002 0.66 363
29 | B8011B8002 0.70 330
30 | B9007B9008 1.04 286
31 | B9007B9008 1.36 304
32 | B9007B9008 1.46 348

Actividad bioldgica de los compuestos de férmula (1)

Descripcion de los ensayos biologicos
Evaluacion de la actividad de TLR7 y TLR8

Se evalud la capacidad de los compuestos para activar TLR7 y/o TLR8 humano en un ensayo con marcadores celulares
utilizando células HEK293 transfectadas de forma transitoria con un vector de expresion de TLR7 o TLR8 y un constructo
marcador de NFkB-luc.

Resumiendo, se cultivaron células HEK293 en medio de cultivo (DMEM suplementado con un 10% de FCS y glutamina 2
mM). Para la transfeccion de las células en placas de 15 cm, las células se desprendieron con tripsina-EDTA, se
transfectaron con una mezcla de plasmido TLR8 o CMV-TLR7 (1700 ng), plasmido NFkB-luc (850 ng) y un reactivo de
transfeccion y se incubaron durante 48 h a 37 °C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO». A continuacion, las
células transfectadas se lavaron en PBS, se desprendieron con tripsina-EDTA y se volvieron a suspender en el medio
hasta obtener una densidad de 1.25 x 10° células/mL. A continuacion, se dispensaron cuarenta microlitros de células en
cada pocillo en placas de 384 pocillos, donde ya habia 200 nL de compuesto en un 100% de DMSO. Después de 6
horas de incubacion a 37 °C con un 5% de CO, se determind la actividad luciferasa afiadiendo 15 pL de sustrato Steady
Lite Plus (Perkin Elmer) a cada pocillo y la lectura se realizé con un generador de imagenes de microplacas ViewLux
ultraHTS (Perkin Elmer). Se generaron curvas de dosis-respuesta a partir de las mediciones realizadas por
cuadruplicado. Se determinaron los valores de la concentracion minima eficaz (CME), que se define como la
concentracion que induce un efecto que es al menos dos veces superior a la desviacion estandar del ensayo, para cada
compuesto.

La toxicidad del compuesto se determiné en paralelo utilizando una dilucién en serie similar del compuesto con 40 uL por
pocillo de células transfectadas con el constructo de CMV-TLR7 solo (1.25 x 10° células/mL), en placas de 384 pocillos.
La viabilidad de las células se midié después de 6 horas de incubacién a 37 °C y con un 5% de CO, afiadiendo 15 uL de
ATP lite (Perkin Elmer) por pocillo y realizando la lectura con un generador de imagenes de microplacas ViewLux
ultraHTS (Perkin Elmer). Los datos se registraron como CCs.

En paralelo, se utilizé una dilucion en serie similar del compuesto (200 nL de compuesto en un 100% de DMSO) con 40
ML por pocillo de células transfectadas con constructo marcador NFkB-luc solo (1.25 x 10° células/mL). Después de seis
horas de incubacion a 37 °C con un 5% de CO, se determind la actividad luciferasa afiadiendo 15 pL de sustrato Steady
Lite Plus (Perkin Elmer) a cada pocillo y la lectura se realizé con un generador de imagenes de microplacas ViewLux
ultraHTS (Perkin Elmer). Los datos de los sistemas celulares de cribado inverso se presentan como CME.

Activacion de elementos promotores de ISRE
También se evaluo el potencial de los compuestos para inducir IFN-I midiendo la activaciéon de elementos de respuesta

estimulados por interferén (ISRE, por sus siglas en inglés) por parte de medios acondicionados de PBMC. El elemento
ISRE de secuencia GAAACTGAAACT es muy sensible al factor de transcripcion STAT1-STAT2-IRF9, que se activa
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cuando el IFN-I se une a su receptor IFNAR (Clontech, PT3372-5W). El plasmido pISRE-Luc de Clontech (ref. 631913)
contiene 5 copias de este elemento ISRE seguidas de la luciferasa de luciérnaga ORF. Se establecié una linea celular
HEK293 transfectada de forma estable con pISRE-Luc (HEK-ISREluc) para analizar los medios de cultivo de células
PBMC acondicionadas.

Resumiendo, se prepararon PBMC a partir de capas leucocitarias de al menos dos donantes utilizando un protocolo
estandar de centrifugacion de Ficoll. Las PBMC aisladas se volvieron a suspender en medio RPMI suplementado con un
10% de suero AB humano y se dispensaron 2 x 10° células/pocillo en placas de 384 pocillos que contenian los
compuestos (70 pL de volumen total). Después de incubarlas durante toda la noche, se transfirieron 10 pyL de
sobrenadante a placas de 384 pocillos que contenian 5 x 10° células HEK-ISREluc/pocillo en 30 pL (que se habian
colocado en las placas el dia anterior). Después de 24 horas de incubacion, se midié la activacién de los elementos
ISRE mediante el analisis de la actividad luciferasa utilizando 40 pL/pocillo de sustrato Steady Lite Plus (Perkin Elmer) y
se midié con un generador de imagenes de microplacas ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). La actividad estimuladora de
cada compuesto sobre las células HEK-ISREIuc se indicoé como un valor de CME, que se define como la concentracion
del compuesto aplicada a las PBMC que provoca una actividad luciferasa al menos dos veces superior a la desviacion
estandar del ensayo. A su vez, la CME indica el grado de activacion del ISRE cuando se transfiere una cantidad definida
de medio de cultivo de PBMC. Se utilizd el interferon a-2a recombinante (Roferén-A) como compuesto de control
estandar.

TABLA VI: ACTIVIDAD BIOLOGICA.

# TLR 7 humano (CME) uM TLR 8 humano (CME) uM HEK-ISRE luc (CME) pM
1 0.72 >25 0.61
2 0.94 >25 0.49
3 0.76 >25 0.47
4 0.92 19.8 0.59
5 0.53 147 0.11
6 3.75 >25 0.64
7 0.82 16.4 0.38
8 4.94 ND 2.11
9 5.21 >25 1.68
10 0.42 123 0.11
11 0.45 3.09 0.082
12 0.047 1.94 0.036
13 0.46 5.22 0.12
14 0.65 >25 0.13
15 0.61 >25 0.56
16 2.44 9.14 0.55
17 0.83 551 0.16
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# TLR 7 humano (CME) uM TLR 8 humano (CME) uM HEK-ISRE luc (CME) pM
18 8.25 243 7.83
19 0.11 1.74 0.051
20 1.46 >25 0.62
21 6.1 8.85 0.54
22 147 >25 2.20
23 6.67 >25 1.62
24 143 11.0 1.75
25 1.95 6.62 0.49
26 2.14 >25 7.33
27 8.24 >25 5.04
28 2.24 >25 157
29 0.082 8.15 ND
30 0.63 9.0 0.14
31 0.74 >25 0.46
32 ND ND ND

ND = no disponible. Ninguno de los compuestos presentd toxicidad hasta la concentracion mas elevada evaluada.
Ninguno de los compuestos presenté actividad (CME > 25 uM) en el ensayo de sistemas celulares de cribado inverso
HEK 293 NF-kB descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)
Rs
R4
R | AN
Ri )\
\H N NH,

o una de sus sales, tautomeros, formas estereoisoméricas, solvatos o polimorfos farmacéuticamente aceptables, donde

R1 es cualquiera de las siguientes estructuras

Rs Rs
R R
Rg 5 8
N i R Sv/k \
8 Rs— 7" X\
N N f“s
R1o = & N/ f;r' \N_
R11 R Ry
Rg  OH
Ris Ris Ris
N o ('?1?1 N (@]
O/ o féj Re <\ oS éfs N/ / fés
= R1o R1z N— N >\/ N
Rs Ris
Rg Ry Ris

) ) 0 ;
R2 es hidrégeno, -O-alquilo (C1.3), halégeno, alquilo (C1.3), -O-alquil (C1.3)-O-alquilo (C1.3) o CH,OH;

R3 es hidrégeno, -O-alquilo (C1.3), halégeno, alquilo (C1.3) o —C(=0)-R; donde R7 es -O-alquilo (C13), NH2, NH(CH3),
N(CH3)2, N(CHs)alquilo (C1.3), N((alquilo (C1-3))2 o pirrolidina;

R4 es hidrégeno o fluor;
Rs es alquilo (C+.3), fluoroalquilo (C1.3) o CH20H;

Rs es NHz, NH(CH3) o N(CHs),, (hetero)anilinas opcionalmente sustituidas con uno o mas de los grupos Rs, Re, R1o, R11
0 R12 o (hetero)bencilaminas opcionalmente sustituidas con uno o mas de los grupos Rg, Rg, R1o, R11 0 R1z,

Rs, Ro, R0, R11 Y R12, los cuales son iguales o diferentes, se seleccionan cada uno independientemente entre hidrégeno,
alquilo (C1.3), -O-alquilo (C+-3) o halégeno

y

R13 es hidrogeno, alquilo (C+.3) o fluoroalquilo (C1.3);
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2. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (l) o una de sus sales, tautémeros, formas
estereoisoméricas, solvatos o polimorfos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicaciéon 1, junto con
uno o mas excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables.

3. Un compuesto de férmula (I) o una de sus sales, tautémeros, formas estereoisoméricas, solvatos o polimorfos
farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 1, o una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2 para su uso como medicamento.

4. Un compuesto de férmula (1) o una de sus sales, tautdomeros, formas estereoisoméricas, solvatos o polimorfos

farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 1, o una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 2 para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que interviene la modulacién de TLR7 y/o TLRS.
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