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Dendrimero como aminoamidas que posee actividad de bloqueador de canal de sodio para el tratamiento del
ojo seco y otras enfermedades mucosas

Descripcion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a bloqueadores de canales de sodio. La presente invencion también incluye
compuestos para uso en una variedad de métodos de tratamiento que usan estos bloqueadores de canales de sodio
de la invencion, sus formas de sal farmacéuticamente aceptables, que son utiles como bloqueadores de canales de
sodio, composiciones que contienen los mismos, métodos terapéuticos que incluyen, pero no se limitan a tratar el
ojo seco, tratar el ojo seco asociado a la enfermedad de Sjogren, promover la hidratacion ocular, promover la
hidratacion corneal y el tratamiento de otras enfermedades y usos de la mucosa para la misma y los procesos para
preparar la misma. La presente invencion también se refiere a nuevos compuestos para uso en el tratamiento del ojo
seco, que incluyen particularmente (2R,2'R)-N,N*-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanildi)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-guanidinohexanamida)  y sus
formas de sal farmacéuticamente aceptables, que son Utiles como bloqueantes de los canales de sodio,
composiciones que contienen los mismos, métodos terapéuticos que incluyen, pero no se limitan a, tratar el ojo
seco, tratar el ojo seco asociado a la enfermedad de Sjogren, promover la hidratacion ocular, promover la hibridacion
corneal y el tratamiento de otras enfermedades de la mucosa y usos para el mismo y procesos para preparar el
mismo.

Descripcion del fondo

[0002] Las células epiteliales de la mucosa en la interfaz entre el entorno y el cuerpo han desarrollado varias
"defensas innatas”, es decir, mecanismos de proteccién. Una funcién principal de tal defensa innata consiste en
limpiar estas superficies de microorganismos, particulas y otros materiales extrafios. Este proceso requiere la
presencia de una capa de liquido para impulsar estos microorganismos, particulas y otros materiales extrafios lejos
del cuerpo para evitar la colonizacion de microorganismos y/o dafo tisular. Tipicamente, la cantidad de la capa
liquida en la superficie de la mucosa refleja el equilibrio entre la secrecion del liquido epitelial, que a menudo refleja
la secrecion del anion (C1- y/o HCOg3') junto con el agua (y un contraién cationico) y la absorcion del liquido epitelial.
a menudo reflejando la absorcién de Na*, junto con el agua y el contra anién (C1-y/o HCO3'). Muchas enfermedades
de las superficies de la mucosa son causadas por muy poco liquido protector en las superficies de la mucosa
creadas por un desequilibrio entre la secrecion (muy poca) y la absorcion (relativamente demasiada). Los procesos
criticos de transporte de sal que caracterizan una serie de disfunciones de la mucosa reside en la capa epitelial de la
superficie de la mucosa.

[0003] La enfermedad crénica del ojo seco, también conocida como queratoconjuntivitis sicca, es una de las
enfermedades oculares diagnosticadas con mas frecuencia, que afecta a mas de 5 millones de personas solo en los
Estados Unidos. El ojo seco se caracteriza por la insuficiencia del liquido lagrimal acuoso en los ojos, que produce
irritacion dolorosa, inflamacion en la superficie ocular y vision deteriorada, y es causada por la falla de las glandulas
lacrimales para secretar liquido ante la continua absorcion liquida dependiente de Na* en las superficies conjuntivas.
El ojo seco es una enfermedad multifactorial, que resulta de una etiologia comun de la pelicula lagrimal insuficiente,
que causa dafio en la superficie ocular y sintomas de incomodidad ocular.

[0004] Las pocas terapias actuales disponibles, que incluyen tanto agentes inmunosupresores como reemplazos de
lagrimas de venta libre, no son suficientemente eficaces para muchos usuarios o solo proporcionan un alivio
transitorio de los sintomas del ojo seco. El mercado de ojo seco estda dominado por los reemplazos de lagrimas de
venta libre (OTC) o las lagrimas artificiales, que se estima que se utilizaran por ~ 80% de los pacientes con ojo seco.
Los desgarros artificiales proporcionan un alivio sintomatico inmediato de la sensacion de quemazoén e irritacion
ocular al agregar liquido a la superficie ocular. Sin embargo, los beneficios de las lagrimas artificiales son de corta
duracién ya que las gotas de la identificacion de la gripe se eliminan rapidamente de la superficie ocular,
proporcionando, como maximo, alivio paliativo y que requieren una aplicacién frecuente durante todo el dia.

[0005] Mientras que los individuos con ojo seco pueden no exhibir inflamacién ocular evidente, como ojos rojos
inflamados, la inflamacién ocular crénica ahora se reconoce bien como un factor significativo que perpetua el ciclo
cronico del ojo seco. El medicamento recetado aprobado para el tratamiento del ojo seco crénico es Restasis®
(emulsioén de ciclosporina A al 0,05%, Allergan), que se comercializa para aumentar la produccion de lagrimas "en
pacientes cuya produccion de lagrimas se presume esta suprimida debido a la inflamacion ocular asociada a
queratoconjuntivitis sicca". En un ensayo pivotal de fase 3 de seis meses en sujetos con ojo seco, Restasis aumenté
estadisticamente el volumen de lagrimas (evaluado mediante humectacion Schirmer) en el 15% de los individuos
tratados, en comparacion con el 5% en el vehiculo. Si bien el mecanismo de Restasis no se comprende
completamente, se especula que la inhibicién de la inflamacién ocular crénica puede, con el tiempo, restablecer la
sensibilidad corneal y mejorar el desgarro reflejo. Sin embargo, Restasis tiene una tasa de respuesta baja, una
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demora de 3 meses para un beneficio terapéutico completo y efectos secundarios, como la quema en la aplicacion.

[0006] Por lo tanto, el desarrollo de nuevos agentes hidratantes para tratar el ojo seco seria de gran beneficio para
el medio terapéutico. El volumen de pelicula lagrimal en la superficie ocular representa un equilibrio entre la
produccion de liquido lagrimal y la pérdida de fluido a través del drenaje, la evaporacion o la absorcion epitelial. Al
igual que otros tejidos epiteliales, el epitelio de la conjuntiva y la cornea son capaces de regular el estado de
hidratacion de la superficie de la mucosa a través del transporte activo de sal y agua.

[0007] Un enfoque para reponer la capa de liquido protector en las superficies de la mucosa es "reequilibrar” el
sistema mediante bloqueo del canal de Na* y la absorcion de liquido. La proteina epitelial que media el paso
limitante de la velocidad de Na* y la absorcién de liquidos es el canal epitelial de Na* (ENaC) y es un regulador clave
de la absorcién de sodio (y agua) en numerosos tejidos, incluido el ojo. ENaC se expresa en la superficie apical del
epitelio corneal y conjuntival en roedores, mamiferos mas grandes y en el hombre donde funciona como una via
critica para la absorcién de sodio (y agua) (Krueger B, Schlotzer-Schrehardt U, Haerteis S, Zenkel M, Chankiewitz
VE, Amann KU, Kruse FE, Korbmacher C. Cuatro subunidades (aByd) del canal de sodio epitelial (ENaC) se
expresan en el ojo humano en varios lugares. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2012; 53 (2): 596-604)

[0008] En una serie de estudios bioeléctricos in vivo, Levin et al. (Levin MH, Kim JK, Hu J, VerkmanAS. Potential
difference measurements of ocular surface Na+ absorption analyzed using an electrokinetic model. Invest Opthalmol
Vis Sci. 2006; 47 (1): 306-16) confirmaron que el transporte de sodio mediado por ENaC es un contribuyente
sustancial a la diferencia de potencial eléctrico de la superficie ocular. Ademas, la adicién tépica de la amilorida
bloqueadora ENaC produjo una duplicacion aproximada del volumen lagrimal que permanecio elevada durante >60
minutos después de la administracion en ratas (Yu D, Thelin WR, Rogers TD, Stutts MJ, Randell SH, Grubb BR,
Boucher RC. Regional differences in rat conjunctival ion transport activities. Am J Physiol Cell Physiol. 2012; 303 (7):
C767-80.) y conejos (Hara S, Hazama A, Miyake M, Kojima T, Sasaki Y, Shimazaki J, Dogru M y Tsubota K. The
Effect of Topical Amilorida Eye Drops on Tear Quantity in Rabbits. Molecular Vision 2010; 16: 2279-2285).

[0009] Tomados en conjunto, estos datos proporcionan una importante prueba de concepto de que la inhibicion de
ENaC aumentara el volumen de lagrimas. Se predice que la inhibicion de ENaC en el ojo preserva las secreciones
lagrimales y mantiene la hidratacion en la superficie ocular. Debido a que ENaC se coloca en la superficie apical del
epitelio, es decir, la superficie de la mucosa interfacial ambiental, para inhibir el Na* mediado por ENaC y la
absorcién de liquidos, un bloqueador ENaC de la clase amilorida (que bloquea el dominio extracelular de ENaC)
debe ser entregado a la superficie de la mucosa vy, lo que es mas importante, mantenido en este sitio, para lograr
utilidad terapéutica. La presente invencion describe enfermedades caracterizadas por muy poco liquido en las
superficies mucosales y blogqueadores de canales de sodio "tépicos" disefiados para exhibir la potencia
incrementada, absorcién de mucosidad reducida y disociacion lenta ("desvinculacion" o desprendimiento) de ENaC
requerida para la terapia de estas enfermedades.

[0010] El uso de bloqueadores ENaC se ha descrito para una diversidad de enfermedades que se mejoran mediante
una mayor hidratacion de la mucosa. En particular, se ha informado del uso de bloqueantes ENaC en el tratamiento
de enfermedades respiratorias como la bronquitis crénica (BC), fibrosis quistica (FQ) y EPOC, que reflejan la
incapacidad del cuerpo para eliminar la mucosidad normalmente de los pulmones y finalmente provocan una
infeccion cronica de las vias respiratorias. Véase, Evidence for airway surface dehydration as the initiating event in
FQ airway disease, R. C. Boucher, Journal of Internal Medicine, Vol. 261, Numero 1, enero de 2007, paginas 5-16; y
Cystic fibrosis: a disease of vulnerability to airway surface dehydration, R.C. Boucher, Trends in Molecular Medicine,
vol. 13, edicién 6, junio de 2007, paginas 231-240.

[0011] Los datos indican que el problema iniciador tanto en la bronquitis crénica como en la fibrosis quistica es la
incapacidad de eliminar el moco de las superficies de las vias respiratorias. El hecho de no eliminar el moco refleja
un desequilibrio en las cantidades de moco como liquido de superficie de las vias respiratorias (ASL) en las
superficies de las vias respiratorias. Este desequilibrio produce una reduccién relativa de ASL que conduce a la
concentracion de moco, la reduccion de la actividad lubricante del liquido periciliar (PCL), la adherencia del moco a
la superficie de las vias respiratorias y la imposibilidad de eliminar la mucosidad a través de la actividad ciliar hasta
la boca. La reduccion en el aclaramiento de moco conduce a la colonizacion bacteriana cronica del moco adherido a
las superficies de las vias respiratorias. La retencion crénica de bacterias, la incapacidad de las sustancias
antimicrobianas locales para matar las bacterias atrapadas por el moco de forma crénica, y la consiguiente
respuesta inflamatoria crénica a este tipo de infeccion superficial, se manifiestan en la bronquitis crénica y la fibrosis
quistica.

[0012] Las enfermedades pulmonares obstructivas cronicas se caracterizan por la deshidratacion de las superficies
de las vias respiratorias y la retencion de secreciones mucosas en los pulmones. Los ejemplos de tales
enfermedades incluyen fibrosis quistica, bronquitis crénica y discinesia ciliar primaria o secundaria. Dichas
enfermedades afectan aproximadamente a 15 millones de pacientes en los Estados Unidos y son la sexta causa de
muerte. Otras enfermedades de las vias respiratorias o enfermedades pulmonares que se caracterizan por la
acumulacion de secreciones mucosas retenidas incluyen la sinusitis (una inflamacién de los senos paranasales
asociada con la infeccion de las vias respiratorias superiores) y la neumonia.
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[0013] La bronquitis cronica (BC), que incluye la forma genética letal mas comun de la bronquitis crénica, la fibrosis
quistica (FQ), son enfermedades que reflejan la incapacidad del cuerpo para eliminar el moco normalmente de los
pulmones, lo que finalmente produce una infeccién crénica de las vias respiratorias. En el pulmén normal, la defensa
primaria contra la infeccion crénica de las vias respiratorias intrapulmonares (bronquitis cronica) esta mediada por la
eliminaciéon continua de moco de las superficies de las vias respiratorias bronquiales. Esta funciéon en salud
efectivamente elimina del pulmén toxinas y patégenos potencialmente nocivos. Datos recientes indican que el
problema iniciador, es decir, el "defecto basico", tanto en BC como en FQ, es la falla para eliminar la mucosidad de
las superficies de las vias respiratorias. La falla en eliminar el moco refleja un desequilibrio entre la cantidad de
liqguido y mucina en las superficies de las vias respiratorias. Este "liquido de superficie de las vias respiratorias”
(ASL) se compone principalmente de sal y agua en proporciones similares al plasma (es decir, isoténico). Las
macromoléculas de mucina se organizan en una "capa de moco" bien definida que normalmente atrapa las bacterias
inhaladas y se transporta fuera del pulmén mediante la accion de cilios que laten en una soluciéon acuosa de baja
viscosidad denominada "liquido periciliario" (PCL). En el estado de enfermedad, hay un desequilibrio en las
cantidades de moco como ASL en las superficies de las vias respiratorias. Esto da como resultado una reduccion
relativa de ASL que conduce a la concentracion de moco, la reduccion de la actividad lubricante de la PCL vy la
incapacidad de eliminar el moco a través de la actividad ciliar a la boca. La reduccioén del aclaramiento mecanico del
moco del pulmén conduce a la colonizacién bacteriana cronica de moco adherido a las superficies de las vias
respiratorias. Es la retencién crénica de bacterias, la falla de las sustancias antimicrobianas locales para matar las
bacterias atrapadas por el moco de forma cronica, y las consiguientes respuestas inflamatorias crénicas del cuerpo a
este tipo de infeccion superficial, que conducen a los sindromes de BC y FQ .

[0014] La poblacion afectada actual en los EE.UU. es de 12.000.000 de pacientes con la forma adquirida
(principalmente por la exposicién al humo del cigarrillo) de la bronquitis crénica y aproximadamente 30.000 pacientes
con la forma genética, la fibrosis quistica. Aproximadamente el mismo niumero de ambas poblaciones esta presente
en Europa. En Asia, hay poca FQ, pero la incidencia de BC es alta y, al igual que el resto del mundo, va en aumento.

[0015] Actualmente existe una gran necesidad médica no cubierta de productos que tratan especificamente BC y FQ
en el nivel del defecto basico que causa estas enfermedades. Las terapias actuales para la bronquitis crénica y la
fibrosis quistica se centran en el tratamiento de los sintomas y/o los efectos tardios de estas enfermedades. Por lo
tanto, para la bronquitis crénica, B-agonistas, esteroides inhalados, agentes anticolinérgicos y teofilinas orales e
inhibidores de la fosfodiesterasa estan en desarrollo. Sin embargo, ninguno de estos medicamentos trata
eficazmente el problema fundamental de la incapacidad para eliminar el moco del pulmoén. De manera similar, en la
fibrosis quistica, se usa el mismo espectro de agentes farmacoldgicos. Estas estrategias se han complementado con
estrategias mas recientes disefiadas para despejar el puimén de FQ del ADN ("Pulmozyme"; Genentech) que se ha
depositado en el pulmoén por neutréfilos que han intentado en vano matar las bacterias que crecen en masas de
moco adherentes y el uso de antibiéticos inhalados ("TOBI") disefiados para aumentar los propios mecanismos de
muerte de los pulmones para eliminar las placas de bacterias adheridas al moco adherente. Un principio general del
cuerpo es que si la lesidn iniciadora no se trata, en este caso la retencién/obstrucciéon del moco, las infecciones
bacterianas se vuelven cronicas y cada vez mas refractarias a la terapia antimicrobiana. Por lo tanto, una importante
necesidad terapéutica insatisfecha para las enfermedades pulmonares BC y FQ es un medio eficaz para rehidratar
el moco de las vias respiratorias (es decir, restablecer/expandir el volumen del ASL) y promover su eliminacion, con
bacterias, del pulmon.

[0016] R.C. Boucher, en el documento US 6.264.975, describe el uso de bloqueadores de los canales de
pirazinoilguanidina sédica para hitorizar las superficies de la mucosa. Estos compuestos, tipificados por los
conocidos diuréticos amilorida, benzamilo y fenamilo, son efectivos. Sin embargo, estos compuestos adolecen de la
desventaja significativa de que son (1) relativamente impotentes, lo cual es importante porque la masa de farmaco
que puede inhalarse por el pulmoén es limitada; (2) se absorbe rapidamente, lo que limita la vida media de la droga
en la superficie de la mucosa; y (3) son libremente disociables de ENaC. La suma de estas desventajas
incorporadas en estos diuréticos bien conocidos produce compuestos con potencia y/o vida media efectiva
insuficiente en las superficies de la mucosa para tener un beneficio terapéutico para hidratar las superficies de la
mucosa.

[0017] R.C. Boucher, en la patente de los Estados Unidos N° 6.926.911, sugiere el uso de bloqueadores de los
canales de sodio relativamente impotentes, tales como amilorida, con osmolitos para el tratamiento de las
enfermedades de las vias respiratorias. Esta combinacion no proporciona ninguna ventaja practica sobre ningun
tratamiento solo y no es clinicamente util (véase Donaldson et al, N Eng J Med 2006; 353: 241-250). Se descubrid
que amilorida bloquea la permeabilidad al agua de las vias respiratorias y niega el beneficio potencial del uso
concurrente de solucion salina hipertonica y amilorida.

[0018] ElI documento US 2008/124491 describe compuestos de pirazinoilguanidina que son bloqueadores de los
canales de sodio epiteliales que bloquean la sensacion de sabor asociada con la sal y el sabor agrio.

[0019] La patente de los Estados Unidos N° 5.817.028 de Anderson describe un método para la provocacion del

estrechamiento del paso de aire (para evaluar la susceptibilidad al asma) y/o la induccién de esputo en sujetos
mediante la inhalaciéon de manitol. Se sugiere que se puede usar la misma técnica para inducir el esputo y promover
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el aclaramiento mucociliar. Las sustancias sugeridas incluyen cloruro de sodio, cloruro de potasio, manitol y
dextrosa.

[0020] Claramente, lo que se necesita son farmacos que sean mas efectivos para restablecer la eliminacion del
moco de los pulmones de pacientes con BC/FQ. El valor de estas nuevas terapias se reflejara en las mejoras en la
calidad y la duracion de la vida de las poblaciones de FQ y BC.

[0021] Otras superficies mucosas en y sobre el cuerpo exhiben diferencias sutiles en la fisiologia normal de los
liquidos de superficie protectores en sus superficies, pero la fisiopatologia de la enfermedad refleja un tema comun,
es decir, muy poco liquido protector de superficie. Por ejemplo, en la xerostomia (boca seca) la cavidad oral se vacia
de liquido debido a una falla de las glandulas sublinguales y submandibulares parotideas para secretar liquido a
pesar de la absorcion liquida mediada por el transporte continuo de Na* (ENaC) de la cavidad oral.

[0022] En la rinosinusitis, existe un desequilibrio, como en BC, entre la secrecién de mucina y la disminucion relativa
de ASL. Finalmente, en el tracto gastrointestinal, la falta de secrecién de C1- (y liquido) en el intestino delgado
proximal, combinada con una mayor absorciéon de Na* (y liquido) en el ileon terminal conduce al sindrome de
obstruccion intestinal distal (DIOS). En pacientes mayores, la absorcion excesiva de Na* (y volumen) en el colon
descendente produce estrefiimiento y diverticulitis.

[0023] La bibliografia publicada incluye una serie de solicitudes de patente y patentes otorgadas a Parion Sciences
Inc., dirigidas a analogos de pirazinoilguanidina como bloqueantes de los canales de sodio. Ejemplos de tales
publicaciones incluyen las Publicaciones PCT N° WO02007146867, WO02003/070182, WO2003/070184,
W02004/073629, WO2005/025496, WO2005/016879, WO2005/018644, WO2006/022935, WO2006/023573,
W02006/023617, WO2007/018640, WO2007146870, WO2007/146869, WO2008030217, WO2008/031028,
W02008/031048, W02013/003386, WO2013/003444, y las patentes de EE.UU. N°° 6858614, 6858615, 6903105,
6.995.160, 7.026.325, 7.030.117, 7064129, 7186833, 7189719, 7192958, 7192959, 7192960, 7241766, 7247636,
7247637, 7317013, 7332496, 7368447, 7368450, 7368451, 7375102, 7.375.107, 7388013, 7399766, 7410968,
7807834, 7.820.678, 7842697, 7868010, 7.956.059, 7.981.898, 8.008.494, 8.022.210, 8.058.278, 8.124.607,
8.143.256, 8.163.758, 8.198.286, 8.211.895, 8.198.286, 8.227.474 y 8.324.218.

[0024] Sigue existiendo la necesidad de nuevos compuestos bloqueadores del canal de sodio con una potencia y
eficacia mejoradas en los tejidos de la mucosa, especialmente en los tejidos oculares. También sigue existiendo la
necesidad de nuevos compuestos de bloqueo del canal de sodio que proporcionen un efecto terapéutico, pero que
minimicen o eliminen el inicio o la progresion de la hiperpotasemia en los receptores.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0025] Un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que son mas potentes y/o se
absorben menos rapidamente a partir de superficies mucosas, tales como superficies oculares, y/o son menos
reversibles en comparacién con los compuestos conocidos.

[0026] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que son mas potentes y/o se
absorben menos rapidamente y/o exhiben menos reversibilidad, en comparaciéon con compuestos tales como
amilorida, benzamilo y fenamilo. Por lo tanto, los compuestos daran una semivida farmacodinamica prolongada en
las superficies de la mucosa en comparacion con los compuestos conocidos.

[0027] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que (1) se absorben menos
rapidamente de superficies mucosas, especialmente superficies oculares, en comparacién con compuestos
conocidos y (2) cuando se absorben de superficies mucosas después de la administracion a estas superficies, se
excretan principalmente no renalmente para minimizar las posibilidades de hipercalemia.

[0028] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que (1) se absorben menos
rapidamente de las superficies mucosas, especialmente las superficies oculares, en comparacion con los
compuestos conocidos y (2) se convierten in vivo en derivados metabolicos de los mismos que tienen eficacia
reducida en el bloqueo de los canales de sodio en comparacion con el Compuesto original administrado con el fin de
minimizar las posibilidades de hipercalemia.

[0029] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que son mas potentes y/o se
absorben menos rapidamente y/o exhiben menos reversibilidad, en comparaciéon con compuestos tales como
amilorida, benzamilo y fenamilo. Por lo tanto, dichos compuestos daran una semivida farmacodinamica prolongada
en las superficies de la mucosa en comparacion con los compuestos previos.

[0030] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que son metabdlicamente
estables. Por lo tanto, dichos compuestos daran una semivida farmacodinamica prolongada en las superficies de la
mucosa en comparacién con los compuestos previos.
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[0031] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos para uso en métodos de
tratamiento que aprovechen las propiedades farmacolédgicas de los compuestos descritos anteriormente.

[0032] En particular, un objeto de la presente invencidn consiste en proporcionar compuestos para usar en métodos
de tratamiento que se basan en la rehidrataciéon de las superficies de la mucosa.

[0033] En particular, un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos para uso en métodos
de tratamiento de ojo seco y enfermedades oculares relacionadas.

[0034] Los objetos de la presente invencion se pueden lograr con una clase de pirazinoilguanidina representada por

un Compuesto de férmula (l1):
i j?i
Cln_N !
] H o
e
N

HoN NH,
formula li

e incluye racematos, diasteredmeros, tautdmeros, polimorfos, pseudopolimorfos y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, en los que:

A" es un carbociclo aromatico de miembros Cs-C15s sustituido con al menos un R® que esta representado por una de
las siguientes formulas:
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[0035] El presente también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un Compuesto descrito en
este documento.

[0036] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en un
método para promover la hidrataciéon de las superficies de la mucosa, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a una superficie de la mucosa de
un sujeto.

[0037] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en el presente documento para uso en un

10
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método para restaurar la defensa de la mucosa, que comprende:

Administrar tépicamente una cantidad efectiva del Compuesto descrito aqui en la superficie de la mucosa de un

sujeto que lo necesita.

[0038] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método de bloqueo de ENaC, que comprende:

un

poner en contacto canales de sodio con una cantidad eficaz de un Compuesto representado por lo descrito en

este documento.

[0039] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en
método para promover el aclaramiento de moco en las superficies de la mucosa, que comprende:

un

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto representado en este documento a una superficie de la

mucosa de un sujeto.

[0040] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para tratar el ojo seco, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al ojo del sujeto que lo necesite.

[0041] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para tratar el ojo seco asociado a la enfermedad de Sjogren, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al ojo del sujeto que lo necesite.

[0042] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para tratar la inflamacién ocular causada por ojo seco, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al ojo del sujeto que lo necesite.

[0043] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para promover la hidratacién ocular, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al ojo del sujeto.

[0044] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para promover la hidratacién corneal, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al ojo del sujeto.

[0045] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en
método para tratar la bronquitis crénica, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0046] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en
método para tratar la fibrosis quistica, que comprende:

administrar una cantidad eficaz del Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0047] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
método para tratar la rinosinusitis, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0048] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en
método de tratamiento de la deshidratacion nasal, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a los conductos nasales de
sujeto que lo necesita.

[0049] En una realizacion especifica, la deshidratacion nasal se produce administrando oxigeno seco al sujeto.

[0050] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en
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método para tratar la sinusitis, que comprende:
administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0051] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para tratar la neumonia, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0052] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para tratar la neumonia inducida por ventilador, que comprende:

administrar un Compuesto eficaz descrito en este documento a un sujeto por medio de un ventilador.

[0053] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para tratar el asma, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0054] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para tratar la discinesia ciliar primaria, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0055] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso
método para tratar otitis media, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0056] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para inducir esputo con fines de diagndstico, que comprende:

administrar una cantidad eficaz del Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0057] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso
método para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0058] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso
método para tratar enfisema, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0059] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso
método para tratar la enfermedad de Sjogren, que comprende:

administrar una cantidad eficaz del Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0060] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso
método para tratar la sequedad vaginal, que comprende:

en
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administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento al tracto vaginal de un sujeto que

lo necesite.

[0061] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para su uso en un

método para tratar la piel seca, que comprende:

administrar una cantidad efectiva de un Compuesto descrito aqui a la piel de un sujeto que lo necesite.

[0062] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en un

método para tratar la boca seca (xerostomia), que comprende:

administrar una cantidad eficaz del Compuesto descrito en este documento a la boca del sujeto que lo necesite.

[0063] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en un
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método para tratar el sindrome de obstruccion intestinal distal, que comprende:
administrar una cantidad eficaz del Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0064] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en el presente documento para su uso en
un método para tratar la esofagitis, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0065] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en un
método para tratar bronquiectasias, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0066] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en este documento para uso en un
método para tratar el estrefiimiento, que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.En una
realizaciéon de este método, el Compuesto se administra por via oral o mediante un supositorio o enema.

[0067] La presente invencion también proporciona un Compuesto descrito en el presente documento para su uso en
un método para tratar la diverticulitis créonica que comprende:

administrar una cantidad eficaz de un Compuesto descrito en este documento a un sujeto que lo necesite.

[0068] Un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos para uso en tratamientos que
comprenden el uso de osmolitos junto con bloqueadores de los canales de sodio de férmula (lI) que son mas
potentes, mas especificos y/o se absorben menos rapidamente de las superficies de las mucosas. y/o son menos
reversibles en comparacion con compuestos tales como amilorida, benzamilo y fenamilo.

[0069] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos para uso en tratamientos que usan
bloqueadores de canales de sodio de formula (Il) que son mas potentes y/o se absorben menos rapidamente y/o
exhiben menos reversibilidad, en comparacion con compuestos tales como amilorida, benzamilo y fenamilo cuando
se administran con un potenciador osmético. Por lo tanto, tales bloqueadores de los canales de sodio cuando se
usan junto con osmolitos proporcionaran una semivida farmacodinamica prolongada en las superficies de la mucosa
en comparacion con cualquier Compuesto utilizado solo.

[0070] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos para uso en tratamientos que usan
bloqueadores de canales de sodio de formula (II) y osmolitos juntos que se absorben menos rapidamente de las
superficies de la mucosa, especialmente las superficies de las vias respiratorias, en comparacién con compuestos
tales como amilorida, benzamilo y fenamilo.

[0071] Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar composiciones que contienen bloqueadores de
los canales de sodio de férmula (1) y osmolitos.

[0072] Los objetos de la invencion se pueden lograr con un Compuesto descrito en este documento para uso en un
método para tratar una enfermedad mejorada por aclaramiento mucociliar incrementado y la hidratacion de la
mucosa que comprende administrar una cantidad eficaz de un Compuesto de formula (II) como se define aqui y un
osmolito a un sujeto que necesita un aclaramiento mucociliar aumentado e hidratacion de la mucosa.

[0073] Los objetos de la invencion también se pueden lograr con un Compuesto descrito en este documento para
uso en un método de induccion de esputo para fines de diagndstico, que comprende administrar una cantidad eficaz
de un Compuesto de féormula (II) como se define en la presente memoria y un osmolito a sujeto que lo necesite.

[0074] Los objetos de la invencion también se pueden lograr con un Compuesto descrito en este documento para
uso en un método para tratar antrax, que comprende administrar una cantidad eficaz de un Compuesto de formula
(I1) como se define en la presente memoria y un osmolito a un sujeto que lo necesite.

[0075] Los objetos de la invencion también se pueden lograr con un Compuesto descrito en este documento para
uso en un método del tratamiento profilactico, preventivo o terapéutico posterior a la exposicion contra
enfermedades o afecciones causadas por patdgenos, particularmente patégenos que pueden usarse en
bioterrorismo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un Compuesto de férmula (Il) a un sujeto que lo
necesite.

[0076] Los objetos de la invencién también pueden realizarse con una composicion que comprende un Compuesto
de férmula (1l) como se define en la presente memoria y un osmolito como se define en la presente memoria.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0077] Una apreciacion mas completa de la invencion y muchas de sus ventajas se pueden obtener facilmente
haciendo referencia a la informacion en el presente documento junto con las siguientes figuras:

Figura 1: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con Amilorida. El volumen de
lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo se muestran para comparacion. Las barras de
error son el error estandar.

Figura 2: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 51. Se
muestra el volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 3: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 75. Se
muestra el volumen de lagrimas de ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 4: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto P-59. El
volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo se muestran para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 5: Evaluaciones del volumen de desgarro durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 46. Se
muestra el volumen de desgarro de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 6: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 45. Se
muestra el volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 7: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 145. Se
muestra el volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 8: Evaluaciones del volumen de desgarro durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 82. Se
muestra el volumen de desgarro de ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacién. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 9: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 15. El
volumen de lagrimas de ExLac y las ratas normales tratadas con un vehiculo se muestran para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 10: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 9. El
volumen de lagrimas de ExLac y las ratas normales tratadas con un vehiculo se muestran para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 11: Evaluaciones del volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 42. Se
muestra el volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 12: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 116. Se
muestra el volumen de lagrimas de ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 13: Evaluaciones del volumen de desgarro durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 102. Se
muestra el volumen de desgarro de ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacién. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 14: Evaluaciones del volumen de desgarro durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 133. Se
muestra el volumen de desgarro de ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacién. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 15: Evaluaciones de volumen de lagrimas durante 6 horas en ratas ExLac con el Compuesto 90. Se
muestra el volumen de lagrimas de las ratas ExLac y normales tratadas con un vehiculo para comparacion. Las
barras de error son el error estandar.

Figura 16: Imagenes confocales que muestran la reconstruccion x-z de cérneas de raton representadas como
células corneales (marcadas con Calceina) o el farmaco de tratamiento (amilorida o Compuesto 9) tomadas una
hora después de la aplicacion al epitelio corneal.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0078] Como se usa en este documento, los siguientes términos se definen como se indica. "Un Compuesto de la
invencion" significa un Compuesto de Férmula Il o una sal, particularmente una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

[0079] "Un Compuesto de Férmula II" significa un Compuesto que tiene la formula estructural designada aqui como
Férmula 1l. Los compuestos de Férmula Il incluyen solvatos e hidratos (es decir, aductos de un Compuesto de
Férmula Il con un disolvente). En aquellas realizaciones en las que un Compuesto de Férmula Il incluye uno o mas
centros quirales, la frase pretende abarcar cada estereoisomero individual incluyendo isémeros O&pticos
(enantidmeros y diasteredmeros) e isdmeros geométricos (isomeria cis/trans) y mezclas de estereoisomeros.
Ademas, los compuestos de Férmula Il también incluyen tampones de la(s) formula(s) representada(s).
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[0080] A lo largo de la descripcion y los ejemplos, los compuestos se nombran usando principios de nomenclatura
de IUPAC estandar, donde sea posible, incluyendo el uso del programa de software ChemDraw Ultra 11.0 para
nombrar compuestos, comercializado por CambridgeSoft Corp./PerkinElmer.

[0081] En algunas representaciones de estructuras quimicas en las que los atomos de carbono no tienen un nimero
suficiente de variables adjuntas representadas para producir una valencia de cuatro, se debe suponer que los
sustituyentes de carbono restantes necesarios para proporcionar una valencia de cuatro son hidrégeno. De forma
similar, en algunas estructuras quimicas en las que se establece un enlace sin especificar el grupo terminal, tal
enlace es indicativo de un grupo metilo (Me, -CHs), como es convencional en la técnica.

[0082] La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los compuestos de formula (Il) son mas potentes
y/o se absorben menos rapidamente de las superficies de la mucosa, y/o son menos reversibles en comparacion con
los compuestos conocidos.

[0083] La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que los compuestos de féormula (Il) son mas
potentes y/o se absorben menos rapidamente y/o exhiben menos reversibilidad, en comparacién con compuestos
tales como amilorde, benzamilo y fenamilo. Por lo tanto, los compuestos daran una semivida farmacodinamica
prolongada en las superficies de la mucosa en comparacion con los compuestos conocidos.

[0084] La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos abarcados por la
férmula (I1) (1) se absorben menos rapidamente de las superficies mucosas, especialmente las superficies oculares,
en comparacion con los compuestos conocidos y (2) cuando se absorben de las superficies musculares después de
la administracién a las superficies de la mucosa, se excretan principalmente no renalmente para minimizar las
posibilidades de hipercalemia. La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos
compuestos abarcados por la formula (ll) (1) se absorben menos rapidamente de superficies mucosas,
especialmente superficies oculares, en comparacion con compuestos conocidos y (2) se convierten in vivo en
derivados metabdlicos de los mismos que tienen una eficacia reducida en el bloqueo de los canales de sodio en
comparacion con el Compuesto original administrado con el fin de minimizar las posibilidades de hipercalemia.

[0085] La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos abarcados por la
férmula (ll) (1) se absorben menos rapidamente de las superficies de la mucosa, especialmente las superficies
oculares, en comparacion con los compuestos conocidos y (2) no se convierten in vivo en derivados metabdlicos de
los mismos que tienen una eficacia potenciada o similar en el bloqueo de canales de sodio en comparacion con el
Compuesto original administrado para minimizar las posibilidades de hipercalemia.

[0086] La presente invencion también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos abarcados por la
férmula (ll) son para uso en métodos de tratamiento que aprovechan las propiedades farmacoldgicas de los
compuestos descritos anteriormente.

[0087] En particular, la presente invencién también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos
abarcados por la férmula (I1) rehidratan las superficies de la mucosa.

[0088] En particular, la presente invencién también se basa en el descubrimiento de que ciertos compuestos
abarcados por la férmula (Il) son utiles en el tratamiento del ojo seco y enfermedades oculares relacionadas.

[0089] A" es un carbociclo aromatico de miembros Ce-C1s sustituido con al menos un R®. El término aromatico es un
término bien conocido de la quimica y designa sistemas conjugados de electrones 4n' + 2 que estan dentro de un
sistema de anillos, es decir, con 6, 10, 14, etc. electrones 1 en donde, de acuerdo con la regla de Huckel, n’ es 1, 2,
3, etc. Los electrones 4n' + 2 pueden estar en cualquier anillo de tamafio, incluidos aquellos con saturacion parcial,
siempre que los electrones estén conjugados. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, 5H-ciclohepta-1,3,5-trieno,
benceno, naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, etc., se considerarian aromaticos.

[0090] EI carbociclo aromatico Cs-C+s5 puede ser monociclico, biciclico o triciclico y puede incluir anillos parcialmente
saturados. Ejemplos no limitantes de estos carbociclos aromaticos comprenden benceno, 5H-ciclohepta-1,3,5-trieno,
naftaleno, fenantreno, azuleno, antraceno, 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, 1,2-dihidronaftaleno, indeno, 5H-
dibenzo[a,d]ciclohepteno, etc.

[0091] El carbociclo aromatico Cs-C15 se puede unir al resto de butileno a través de cualquier atomo de carbono del
anillo, segun sea apropiado, a menos que se especifique lo contrario. Por lo tanto, cuando el aromatico biciclico
parcialmente saturado es 1,2-dihidronaftaleno, puede ser 1,2-dihidronaftaleno-1-ilo, 1,2-dihidronaftaleno-3-ilo, 1,2-
dihidronaftaleno-5-ilo, etc. En una realizacion preferida A' es fenilo, indenilo, naftalenilo, 1,2-dihidronaftalenilo,
1,2,3,4-tetrahidronaftalenilo, antracenilo, fluorenilo, fenantrenilo, azulenilo, ciclohepta-1,3,5-trienilo o 5H-
dibenzo[a,d]cicloheptenilo. En otra realizacion preferida, A" es naftaleno-1-ilo. En otra realizacion preferida, A' es
naftaleno-2-ilo.

[0092] En otra realizacion preferida, A' es
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en donde cada Q es, independientemente, C-H, C-R® o C-R®, con la condicion de que al menos un Q sea C-R5. Por
lo tanto, Q puede ser 1, 2, 3, 4, 5 0 6 C-H. Por lo tanto, Q puede ser 1, 2, 3, 4, 5 0 6 C-R®. En una realizacion
particularmente preferida, cada R® es H.

o—0

[0093] En otra realizacion preferida, A' es

/ /
en donde cada Q es, independientemente, C-H o C-R® con la condicion de que al menos un Q sea C-R®. Por lo
tanto, Q puede ser 1, 2, 3, 4, 5 0 6 C-H. En otra realizacion preferida, A' es

O——O

en donde cada Q es, independientemente, C-H, o C-R5, con la condicion de que al menos un Q sea C-R®. Por lo
tanto, Q puede ser 1, 2, 3 0 4 C-H. En una realizacion particularmente preferida, A' es

R5
[0094] En otra realizacion particularmente preferida, A' es
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En otra realizacion particularmente preferida, A' es

R’S

[0095] En un aspecto preferido de la formula Il, A" se selecciona de fenilo, indenilo, naftalenilo, 1,2-dihidronaftalenilo,
1,2,3,4-tetrahidronapthalenilo, antracenilo,
dibenzo[a,d]cicloheptenilo.

fluorenilo,

[0096] En otro aspecto preferido de la férmula Il, A" es

en donde cada Q es, independientemente, C-H, o C-R5, con la condicion

Preferiblemente, 4 Q son C-H. Mas preferiblemente, R® es

H,N

17

fenantrenilo,

H,N

azulenilo, ciclohepta-1,3,5-trienilo o 5H-

de que al menos un Q sea C-R®.
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[0097] En otro aspecto preferido de la férmula Il, A" es

Mas preferiblemente, R® es
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[0098] En una realizacién particularmente preferida, los compuestos de formula 1l son:
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[0099] Los compuestos descritos en este documento pueden prepararse y usarse como la base libre.
Alternativamente, los compuestos pueden prepararse y usarse como una sal farmacéuticamente aceptable. Las
sales farmacéuticamente aceptables son sales que retienen o potencian la actividad biolégica deseada del
Compuesto original y no imparten efectos toxicolégicos no deseados. Ejemplos de tales sales son (a) sales de
adicion de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido fosforico, acido nitrico y similares; (b) sales formadas con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido
acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucénico, acido citrico,
acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido alginico, acido poliglutamico,
acido naftalensulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalendisulfénico, acido
poligalacturénico, acido maldnico, acido sulfosalicilico, acido glicolico, 2-hidroxi-3-naftoato, pamoato, acido salicilico,
acido estearico, acido ftalico, acido mandélico, acido lactico y similares; y (c) sales formadas a partir de aniones
elementales, por ejemplo, cloro, bromo y yodo.

[0100] Se debe observar que todos los diasteredmeros y mezclas racémicas, tautémeros, polimorfos,
pseudopolimorfos y las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos dentro del alcance de la formula 1l estan
abarcadas por la presente invencion. Todas las mezclas de tales diastereémeros estan dentro del alcance de la
presente invencion.
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[0101] Un Compuesto de formula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables pueden existir como diferentes
polimorfos o pseudopolimorfos. Como se usa en el presente documento, polimorfismo cristalino significa la
capacidad de un Compuesto cristalino para existir en diferentes estructuras cristalinas. El polimorfismo cristalino
puede ser el resultado de diferencias en el empaquetamiento del cristal (polimorfismo de empaquetamiento) o
diferencias en el empaquetamiento entre diferentes conférmeros de la misma molécula (polimorfismo
conformacional). Como se usa en el presente documento, el pseudopolimorfismo cristalino significa la capacidad de
un hidrato o solvato de un Compuesto para existir en diferentes estructuras cristalinas. Los pseudopolimorfos de la
presente invencion pueden existir debido a diferencias en el empaquetamiento cristalino (pseudopolimorfismo de
empaquetamiento) o debido a diferencias en empaquetamiento entre diferentes conférmeros de la misma molécula
(pseudopolimorfismo conformacional). La presente invencion comprende todos los polimorfos y pseudopolimorfos de
los compuestos de formula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0102] Un Compuesto de formula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables también pueden existir como un
sélido amorfo. Tal como se usa en la presente memoria, un sélido amorfo es un sélido en el que no existe un orden
de largo alcance de las posiciones de los atomos en el sélido. Esta definicion también se aplica cuando el tamafio
del cristal es de dos nanémetros o menos. Los aditivos, incluidos los disolventes, pueden usarse para crear las
formas amorfas de la presente invencién. La presente invenciéon comprende todas las formas amorfas de los
compuestos de férmula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0103] Los compuestos de formula Il pueden existir en diferentes formas tautoméricas. Un experto en la técnica
reconocera que las amidinas, amidas, guanidinas, ureas, tioureas, heterociclos y similares pueden existir en formas
tautoméricas. A modo de ejemplo y no a modo de limitacién, los compuestos de formula Il (en forma generalizada tal
que las variables son como en la formula Il) pueden existir en diversas formas tautdmeras como se muestra a
continuacion:

O NHR! O NHR!
X_ N J RIorre XN L RPorre
= NT N = N° N
T o
¥7 N7 TNHR? Y~ TN~ TNHR?
O NHR! OH jﬁ\HR‘
X__N s R%or R4 XN N Rior R?
I \\I)J\B/\N \]/ N N ﬁ
s -
YN NHR? v ONT NHR?
OH NHR! OH NHR!

3 4 b 3 4
X [N\ S A RPOrRE X N A RYOrR
“ H
Y

= )
Y7 N7 TNHR? N UNHR?

[0104] Todas las formas tautoméricas posibles de las amidinas, amidas, guanidinas, ureas, tioureas, heterociclos y
similares de todas las realizaciones de férmula Il estan dentro del alcance de la presente invencion.

[0105] Los "enantiomeros” se refieren a dos estereoisémeros de un Compuesto que son imagenes especulares no
superponibles entre si.

[0106] Las definiciones y convenciones estereoquimicas usadas en la presente memoria siguen en general a S.P.
Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y
Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos compuestos
organicos existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de la luz polarizada
en el plano. Al describir un Compuesto 6pticamente activo, los prefijos D y L o Ry S se usan para denotar la
configuracion absoluta de la molécula sobre su(s) centro(s) quiral(es). Los prefijosdy 1, Dy L, o (+) y (-) se emplean
para designar el signo de rotacion de la luz polarizada en el plano por el compuesto, con S, (-) o 1 que significa que
el Compuesto es levorrotatorio mientras que un Compuesto prefijado con R, (+) o d es dextrégiro. Para una
estructura quimica dada, estos estereoisomeros son idénticos, excepto que son imagenes especulares entre si. Un
estereoisdomero especifico también puede denominarse enantidmero, y una mezcla de tales isémeros a menudo se
denomina mezcla enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantiomeros se denomina mezcla racémica o racemato, lo
que puede ocurrir cuando no ha habido estereoseleccién o estereoespecificidad en una reaccién o proceso quimico.
Los términos "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies enantioméricas,
desprovistas de actividad optica.

[0107] Se puede obtener un estereoisomero individual, por ejemplo un enantiémero, sustancialmente libre de su
estereoisdmero por resolucion de la mezcla racémica usando un método tal como formaciéon de diastereémeros
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usando agentes de resolucion épticamente activos ("Stereochemistry of Carbon Compounds”, (1962) por E.L. Eliel,
McGraw Hill; Lochmuller, C.H., (1975) J. Chromatogr., 113: (3) 283-302). Las mezclas racémicas de compuestos
quirales de la invencién se pueden separar y aislar mediante cualquier método adecuado, que incluye: (1) formacién
de sales idnicas, diastereoméricas con compuestos quirales y separacion por cristalizacion fraccionada u otros
métodos, (2) formacion de compuestos diastereoméricos con reactivos de derivatizacion quirales, separacion de los
diasteredmeros, y conversion a los estereoisomeros puros, y (3) separacion de los estereoisdémeros sustancialmente
puros o enriquecidos directamente en condiciones quirales.

[0108] "Diasteredmero" se refiere a un estereoisdmero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no
son imagenes especulares entre si. Los diasteredmeros tienen diferentes propiedades fisicas, por ejemplo, puntos
de fusion, puntos de ebullicién, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diastereémeros pueden
separarse en procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

[0109] Sin estar limitado a ninguna teoria particular, se cree que los compuestos de féormula Il funcionan in vivo
como bloqueadores de los canales de sodio. Al bloguear los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies
de la mucosa, los compuestos de formula Il reducen la absorcién de agua por las superficies de la mucosa. Este
efecto aumenta el volumen de liquidos protectores en las superficies de la mucosa, reequilibra el sistema vy, por lo
tanto, trata la enfermedad.

[0110] La presente invencion también proporciona compuestos para uso en métodos de tratamiento que aprovechan
las propiedades de los compuestos descritos en este documento como se discutié anteriormente. La presente
invencion se puede usar para hidratar superficies mucosas que incluyen superficies o superficies oculares,
superficies de las vias respiratorias, superficies gastrointestinales, superficies bucales, superficies genito-uretrales,
el oido interno y el oido medio. Los compuestos activos descritos en este documento pueden administrarse en una
cantidad eficaz a las superficies de la mucosa por cualquier medio adecuado, incluyendo tépicamente, oralmente,
rectalmente, vaginalmente, ocularmente y dérmicamente, etc. Por ejemplo, para el tratamiento del estrefiimiento, los
compuestos activos pueden administrarse por via oral o rectal a la superficie de la mucosa gastrointestinal. El
Compuesto activo se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en cualquier forma adecuada,
tal como solucion salina fisiolégica o diluida tépica o soluciéon tdpica, como una gota, tableta o similar para
administracion oral, como un supositorio para administracion rectal o genitouretral, etc. Se pueden incluir excipientes
en la formulacién para potenciar la solubilidad de los compuestos activos, segun se desee. Por lo tanto, los sujetos
que pueden tratarse mediante los métodos de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, pacientes con ojo
seco cronico, enfermedad de Sjogren, boca seca (xerostomia), sequedad vaginal, fibrosis quistica, discinesia ciliar
primaria, bronquitis crénica., bronquiectasia, enfermedad obstructiva crénica de las vias respiratorias, pacientes
ventilados artificialmente, pacientes con neumonia aguda, etc.

[0111] La presente invencion se puede usar para obtener una muestra de esputo de un paciente administrando los
compuestos activos a al menos un pulmon de un paciente, y luego induciendo o recogiendo una muestra de esputo
de ese paciente. Tipicamente, la invencién se administrara a superficies de la mucosa respiratoria mediante aerosol
(polvos liquidos o secos) o lavado.

[0112] Los sujetos que pueden tratarse mediante el método divulgado en la presente memoria también incluyen
pacientes a los que se administra oxigeno suplementario por via nasal (un régimen que tiende a secar las
superficies de las vias respiratorias); pacientes aquejados de una enfermedad o respuesta alérgica (p. ej., una
respuesta alérgica al polen, polvo, pelo de animal o particulas, insectos o particulas de insectos, etc.) que afecta las
superficies de las vias respiratorias nasales; pacientes aquejados de una infeccion bacteriana, por ejemplo,
infecciones por estafilococos tales como infecciones por Staphylococcus aureus, infecciones por influenza de
Hemophilus, infecciones por Streptococcus pneumoniae, infecciones por Pseudomonas aeuriginosa, etc.) de las
superficies de las vias respiratorias nasales; pacientes aquejados de una enfermedad inflamatoria que afecta las
superficies de las vias respiratorias nasales; o pacientes que padecen sinusitis (en donde el agente o agentes
activos se administran para promover el drenaje de secreciones mucosas congestionadas en los senos mediante la
administracion de una cantidad eficaz para promover el drenaje del fluido congestionado en los senos) o la
rinosinusitis combinada. La invencién se puede administrar a superficies rinoinseales por administracion topica, que
incluye aerosoles y gotas.

[0113] La presente invencion se refiere principalmente a compuestos para uso con el tratamiento de sujetos
humanos, pero también se puede emplear para el tratamiento de otros sujetos mamiferos, tales como perros y
gatos, con fines veterinarios.

[0114] Como se discutid anteriormente, los compuestos usados para preparar las composiciones de la presente
invencion pueden estar en forma de una base libre farmacéuticamente aceptable. Debido a que la base libre del
Compuesto es generalmente menos soluble en soluciones acuosas que la sal, las composiciones de base libre se
emplean para proporcionar una liberacion mas sostenida del agente activo a los pulmones. Un agente activo
presente en los pulmones en forma de particulas que no se ha disuelto en la solucién no esta disponible para inducir
una respuesta fisiologica, pero sirve como un depésito de farmaco biodisponible que se disuelve gradualmente en la
solucion.
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[0115] Otro aspecto de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprende un Compuesto de
férmula (1) en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una solucién de vehiculo acuosa). En general,
el Compuesto de formula (1) se incluye en la composicién en una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcién de agua
por las superficies de la mucosa.

[0116] Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para indicaciones oftalmicas incluyen soluciones, emulsiones,
suspensiones y formas de liberacidon sostenida que incluyen, pero no se limitan a, inserciones, tapones o lentes de
contacto solubles. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacién, tampones (que
incluyen fosfato, citrato, bicarbonato y borato); agentes de ajuste de la tonicidad (cloruro de sodio, cloruro de potasio,
manitol, dextrosa); agentes potenciadores de la viscosidad (carboximetilcelulosa, glicerol). Los portadores
farmacéuticamente aceptables pueden ser estériles o conservarse con agentes que incluyen, pero sin limitacion,
cloruro de benzalconio.

[0117] Sin estar limitado a ninguna teoria particular, se cree que los bloqueadores de los canales de sodio de la
presente invencion bloquean los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies de la mucosa. El
bloqueador de canales de sodio descrito en la presente memoria reduce la absorcion de sal y agua por las
superficies de la mucosa. Este efecto aumenta el volumen de liquidos protectores en las superficies de la mucosa,
reequilibra el sistema y, por lo tanto, trata la enfermedad.

USOS

[0118] Los compuestos de la invencidon exhiben actividad como bloqueantes de los canales de sodio. Sin estar
ligado a ninguna teoria particular, se cree que los compuestos de la invencion pueden funcionar in vivo bloqueando
los canales de sodio epiteliales presentes en las superficies de la mucosa y de ese modo reducen la absorcion de
agua por las superficies de la mucosa. Este efecto aumenta el volumen de liquidos protectores en las superficies de
la mucosa y reequilibra el sistema.

[0119] Como consecuencia, los compuestos de la invencion son Gtiles como medicamentos, particularmente para el
tratamiento de afecciones clinicas para las que puede estar indicado un bloqueador de canales de sodio. Los
bloqueadores de los canales de sodio pueden estar indicados para el tratamiento de afecciones que se mejoran
mediante una mayor hidratacion de la mucosa en las superficies de la mucosa distintas de las superficies de la
mucosa pulmonar. Ejemplos de tales afecciones incluyen sequedad de boca (xerostomia), piel seca, sequedad
vaginal, sinusitis, rinosinusitis, deshidratacién nasal, incluyendo deshidratacion nasal provocada por la
administracion de oxigeno seco, ojo seco, enfermedad de Sjogren, otitis media, discinesia ciliar primaria, sindrome
de obstruccion intestinal distal, esofagitis, estrefiimiento y diverticulitis crénica. Los compuestos de la invencion
también se pueden usar para promover la hidratacién ocular o corneal.

[0120] Otras afecciones que pueden beneficiarse del tratamiento con un bloqueador de canales de sodio incluyen
afecciones pulmonares, tales como enfermedades asociadas con obstruccion reversible o irreversible de la via
aérea, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), que incluyen exacerbaciones agudas de EPOC, asma,
bronquiectasias (incluyendo bronquiectasias debido a condiciones distintas a la fibrosis quistica), bronquitis aguda,
bronquitis cronica, tos postvirales, fibrosis quistica, enfisema, neumonia, panbronquiolitis y bronquiolitis asociada a
trasplantes, incluyendo bronconeitis asociada a trasplante de pulmén y médula 6sea, en un humano que lo necesite.
Los compuestos de la invencién también pueden ser Utiles para tratar la traqueobronquitis asociada a un ventilador
y/o prevenir la neumonia asociada a un ventilador en pacientes ventilados. La presente invencién comprende un
Compuesto de la invencién para uso en métodos para tratar cada una de estas afecciones en un mamifero que lo
necesite, preferiblemente en un ser humano que lo necesite, comprendiendo cada método la administracion a dicho
mamifero de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de la presente invencion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos. También se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en (a)
un método para reducir las exacerbaciones de EPOC en un mamifero que lo necesite; (b) un método para reducir las
exacerbaciones de FQ en un mamifero que lo necesite; (c) un método para mejorar la funcion pulmonar (FEV1) en
un mamifero que lo necesite, (d) un método para mejorar la funcién pulmonar (FEV1) en un mamifero con EPOC, (e)
un método para mejorar la funcién pulmonar (FEV1) en un mamifero que experimenta FQ, (f) un método para reducir
las infecciones de las vias respiratorias en un mamifero que lo necesite.

[0121] También se proporciona un Compuesto de la invencidon para uso en un método para estimular, potenciar o
mejorar el aclaramiento mucociliar en un mamifero, comprendiendo el método la administracion a un mamifero que
lo necesite de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de formula (Il), o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. Se entendera que el aclaramiento mucociliar incluye las acciones mucociliares naturales
implicadas en la transferencia o aclaramiento del moco en las vias respiratorias, incluidos los mecanismos de
autorrelleno de los bronquios. Por lo tanto, también se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un
método para mejorar el aclaramiento de moco en las vias respiratorias de un mamifero que lo necesite.

[0122] Los compuestos de la presente invencion también pueden ser Utiles en métodos para obtener una muestra

de esputo de un ser humano. El método puede llevarse a cabo administrando un Compuesto de la invencion a al
menos un pulmon del paciente, y luego induciendo y recogiendo una muestra de esputo de ese ser humano.
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[0123] De acuerdo con esto, en un aspecto, la presente invencion proporciona un Compuesto de la invencion para
uso en un método para el tratamiento de una afecciéon en un mamifero, tal como un ser humano, para el que esta
indicado un bloqueante de los canales de sodio.

[0124] En otras realizaciones, la presente invencion proporciona cada uno de los métodos descritos en la presente
memoria con el beneficio adicional de minimizar o eliminar la hiperpotasemia en el receptor del método. También se
proporcionan realizaciones que comprenden cada uno de los métodos descritos en la presente memoria en los que
se logra un indice terapéutico mejorado.

[0125] Los términos "tratar", "tratado" y "tratamiento”, como se usan en la presente memoria, se refieren a revertir,
aliviar, inhibir el progreso de, o prevenir el trastorno o afeccidon o uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccion.

[0126] Todos los métodos terapéuticos descritos en este documento se llevan a cabo administrando una cantidad
eficaz de un Compuesto de la invencién, un Compuesto de Férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, a un sujeto (tipicamente mamifero y preferiblemente humano) que necesita tratamiento.

[0127] En una realizacion, la invencion proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para el
tratamiento de una afeccidon que se mejora por la hidratacién incrementada de la mucosa en un mamifero,
particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para el tratamiento de una enfermedad asociada con la obstruccién reversible o
irreversible de las vias respiratorias en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una
realizacién particular, la presente invencion proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para
el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en un mamifero, particularmente un ser
humano que lo necesite. En una realizacion particular, la presente invenciéon proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para reducir la frecuencia, gravedad o duracion de la exacerbacion aguda de la
EPOC o para el tratamiento de uno o mas sintomas de la exacerbacion aguda de la EPOC en un mamifero,
particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para el tratamiento del asma en un mamifero, particularmente un ser humano, que
lo necesite. En una realizacion, la invencion proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para
el tratamiento de bronquiectasias (que incluyen bronquiectasias debidas a afecciones distintas de la fibrosis quistica)
en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un
Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de bronquitis, que incluye bronquitis aguda y
crénica en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, la invencion
proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de la tos post-viral en un
mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, la invenciéon proporciona un
Compuesto de la invencion para uso en un método para el tratamiento de la fibrosis quistica en un mamifero,
particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, la invencién proporciona un Compuesto de la
invencién para uso en un método para el tratamiento de enfisema en un mamifero, particularmente un ser humano
que lo necesite. En una realizacién, la invencién proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método
para el tratamiento de la neumonia en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una
realizacion, la invencion proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de la
panbronquiolitis en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacion, la invencién
proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de bronquiolitis asociada a
trasplante, que incluye bronquiolitis asociada a trasplante de médula 6sea y de pulmén en un mamifero,
particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para tratar la traqueobronquitis asociada al ventilador y/o prevenir la neumonia
asociada a un ventilador en un ser humano con ventilacién que lo necesite.

[0128] En una realizacion, la invencion proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para el
tratamiento de la boca seca (xerostomia) en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una
realizacion, la invencion proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de la
piel seca en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencién
proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para el tratamiento de la sequedad vaginal en un
mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencién proporciona un
Compuesto de la invencion para uso en un método para el tratamiento de sinusitis, rinosinusitis o deshidratacion
nasal, que incluye deshidratacion nasal provocada por la administracion de oxigeno seco en un mamifero,
particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para el tratamiento del ojo seco o enfermedad de Sjogren, o promover la
hidratacién ocular o corneal en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacion, la
invencion proporciona un Compuesto de la invencién para uso en un método para el tratamiento de otitis media en
un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invenciéon proporciona un
Compuesto de la invenciéon para uso en un método para el tratamiento de discinesia ciliar primaria, en un mamifero,
particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, la invencion proporciona un Compuesto de la
invencion para uso en un método para el tratamiento del sindrome de obstruccion intestinal distal, esofagitis,
estrefiimiento o diverticulitis crénica en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite.
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[0129] También se proporciona un Compuesto de la invencion para uso en terapia médica, particularmente para uso
en el tratamiento del estado en un mamifero, tal como un ser humano, para el cual esta indicado un bloqueador de
canales de sodio. Todos los usos terapéuticos descritos en la presente memoria se llevan a cabo administrando una
cantidad eficaz de un Compuesto de la invencidon al sujeto que necesita tratamiento. En una realizacion, se
proporciona un Compuesto de la invencién para uso en el tratamiento de una afeccién pulmonar, tal como una
enfermedad asociada con la obstruccion reversible o irreversible de la via aérea en un mamifero, particularmente un
ser humano, que lo necesite. En una realizacién particular, se proporciona un Compuesto de la invencién para uso
en el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en un mamifero, particularmente un ser
humano que lo necesite. En una realizacion, se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en la reduccion
de la frecuencia, gravedad o duracion de la exacerbacion aguda de la EPOC o para el tratamiento de uno o mas
sintomas de la exacerbacion aguda de la EPOC, en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite.
En una realizacion, se proporciona un Compuesto de la invencion para uso en el tratamiento del asma en un
mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto para
uso en el tratamiento de bronquiectasias, que incluye bronquiectasias debidas a afecciones distintas de la fibrosis
quistica, o bronquitis, que incluyen bronquitis aguda y bronquitis crénica, en un mamifero, particularmente un ser
humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto para uso en el tratamiento de la tos
post-viral, en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un
Compuesto para uso en el tratamiento de la fibrosis quistica en un mamifero, particularmente un ser humano que lo
necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en el tratamiento del enfisema
en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto
de la invencion para uso en el tratamiento de la neumonia en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo
necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto de la invenciéon para uso en el tratamiento de la
bronquiolitis asociada a trasplante o panbronquitis, que incluye bronquiolitis asociada a trasplante de médula 6sea y
de pulmén en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un
Compuesto de la invencion para uso en el tratamiento de traqueobronquitis asociada a ventilador o prevencion de
neumonia asociada a ventilador en un ser humano venilado que lo necesite.

[0130] En una realizacion, se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en el tratamiento de una afeccion
mejorada por una mayor hidratacion de la mucosa en las superficies de la mucosa de un mamifero, particularmente
un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto para uso en el tratamiento de la
boca seca (xerostomia) en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se
proporciona un Compuesto para uso en el tratamiento de la piel seca en un mamifero, particularmente un ser
humano, que lo necesite. En una realizaciéon, se proporciona un Compuesto para uso en el tratamiento de la
sequedad vaginal en un mamifero, particularmente un ser humano que lo necesite. En una realizacion, se
proporciona un Compuesto de la invencion para uso en el tratamiento de sinusitis, rinosinusitis o deshidratacion
nasal, que incluye deshidratacion nasal provocada por la administracion de oxigeno seco en un mamifero,
particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto de la invencién
para uso en el tratamiento del ojo seco o enfermedad de Sjogren o que promueve la hidratacion ocular o corneal en
un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacion, se proporciona un Compuesto de
la invencién para uso en el tratamiento de otitis media en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo
necesite. En una realizacién, se proporciona un Compuesto de la invencién para uso en el tratamiento de discinesia
ciliar primaria en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite. En una realizacién, se proporciona
un Compuesto de la invencion para uso en el tratamiento del sindrome de obstruccion intestinal distal, esofagitis,
estrefimiento o diverticulitis crénica en un mamifero, particularmente un ser humano, que lo necesite.

[0131] La presente invencion también proporciona el uso de un Compuesto de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una afeccién en un mamifero, tal como un ser humano, para el que esta
indicado un bloqueante de los canales de sodio. En una realizacién, se proporciona el uso de un Compuesto de la
invencion en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades asociadas con obstruccion
reversible o irreversible de la via aérea, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), exacerbaciones agudas
de EPOC, asma, bronquiectasia (incluyendo bronquiectasias debidas a afecciones distintas de la fibrosis quistica),
bronquitis (incluyendo bronquitis aguda y bronquitis crénica), tos postvirales, fibrosis quistica, enfisema, neumonia,
panbronquiolitis, bronquiolitis asociada a trasplantes (incluyendo bronquiolitis asociada a trasplante de médula ésea
y pulmén), traqueobronquitis asociada a ventilador o prevencién de neumonia asociada a ventilador.

[0132] En una realizacién particular se proporciona el uso de un Compuesto de la invencion en la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de una afeccion mejorada por la hidratacién de la mucosa en las superficies de la
mucosa, el tratamiento de la boca seca (xerostomia), piel seca, sequedad vaginal, sinusitis, rinosinusitis,
deshidratacion nasal, incluyendo deshidratacion nasal provocada por la administracion de oxigeno seco, tratamiento
del ojo seco, enfermedad de Sjogren, promocion de la hidratacion ocular o corneal, tratamiento de la otitis media,
discinesia ciliar primaria, sindrome de obstruccion intestinal distal, esofagitis, estrefiimiento o diverticulitis crénica.

[0133] Los términos "cantidad efectiva", "cantidad farmacéuticamente efectiva", "dosis efectiva" y "dosis
farmacéuticamente efectiva" como se usan en el presente documento, se refieren a una cantidad de Compuesto de
la invencién que es suficiente en el sujeto al que esta administrado, para provocar la respuesta biolégica o médica
de un cultivo celular, tejido, sistema o mamifero (incluido el humano) que se busca, por ejemplo, por un investigador
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0 un médico. El término también incluye dentro de su alcance, cantidades efectivas para mejorar la funcion
fisiolégica normal. En una realizacién, la cantidad efectiva es la cantidad necesaria para proporcionar un nivel
deseado de farmaco en las secreciones y tejidos de las vias respiratorias y los pulmones, o alternativamente, en el
flujo sanguineo de un sujeto a tratar para dar una respuesta fisiolégica anticipada o efecto biolégico deseado cuando
tal composicion se administra por inhalacion. Por ejemplo, una cantidad eficaz de un Compuesto de la invencion
para el tratamiento de una afeccién para la que se indica un bloqueador de canales de sodio es suficiente en el
sujeto al que se administra para tratar la afeccion particular. En una realizacion, una cantidad eficaz es una cantidad
de un Compuesto de la invencién que es suficiente para el tratamiento de la EPOC o la fibrosis quistica en un ser
humano.

[0134] La cantidad efectiva precisa de los compuestos de la invencion dependera de una serie de factores que
incluyen, pero no se limitan a, la especie, edad y peso del sujeto que se esta tratando, la condicion precisa que
requiere tratamiento y su gravedad, la biodisponibilidad, la potencia, y otras propiedades del Compuesto especifico
que se administra, la naturaleza de la formulacion, la via de administracion y el dispositivo de administracion, y en
Ultima instancia quedara a discrecion del médico o veterinario encargado. Pueden encontrarse orientaciones
adicionales con respecto a la dosis apropiada al considerar la dosificacion convencional de otros bloqueantes de los
canales de sodio, tales como amilorida, prestando la debida consideracién a cualquier diferencia en la potencia entre
la amilorida y los compuestos de la presente invencion.

[0135] Una dosis farmacéuticamente eficaz administrada tépicamente a las superficies oculares de un sujeto (por
ejemplo, aplicada como colirio tépico) de un Compuesto de la invencién para el tratamiento de un humano de 70 kg
puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1.000 mg.

[0136] Una dosis farmacéuticamente eficaz administrada topicamente a las superficies de las vias respiratorias de
un sujeto (por ejemplo, por inhalacién) de un Compuesto de la invencion para el tratamiento de un humano de 70 kg
puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.000 mg. Tipicamente, la dosis diaria
administrada tépicamente a las superficies de las vias respiratorias sera una cantidad suficiente para alcanzar una
concentracién disuelta de agente activo en las superficies de las vias respiratorias de aproximadamente 10°, 10-8 o
107 a aproximadamente 10%, 103, 102 o 10" moles/litro, mas preferiblemente de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10* moles/litro. La seleccion de la dosis especifica para un paciente sera determinada por el
médico asistente, médico o veterinario de experiencia ordinaria en la técnica en base a una serie de factores que
incluyen los mencionados anteriormente. En una realizacion particular, la dosis de un Compuesto de la invencion
para el tratamiento de un humano de 70 kg estara en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.000
mg. En una realizacion, la dosis de un Compuesto de la invencion para el tratamiento de un humano de 70 kg estara
en el intervalo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 mg. En otra realizacién, la dosis farmacéuticamente
efectiva sera de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg. En ofra realizacion, la dosis farmacéuticamente
efectiva sera de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 40 mg. En una realizacion adicional, la dosis
farmacéuticamente efectiva sera de aproximadamente 15 mg a aproximadamente 30 mg. Las dosis sugeridas
anteriores pueden ajustarse usando calculos de dosis convencionales si el Compuesto se administra por una ruta
diferente. La determinacion de una dosis apropiada para la administracién por otras vias esta dentro de la
experiencia de los expertos en la técnica a la luz de la descripcidn anterior y del conocimiento general en la técnica.
Estas dosis y soluciones variaran de aproximadamente 0,00001% a 10% en base al peso por volumen (p/v).

[0137] La administracion de una cantidad eficaz de un Compuesto de la invencion puede implicar el suministro de
una unica forma de dosificacion o dosis unitarias multiples que pueden administrarse contemporaneamente o
separarse en el tiempo durante un periodo designado, tal como 24 horas. Una dosis de un Compuesto de la
invencion (solo o en forma de una composicion que comprende el mismo) se puede administrar de una a diez veces
por dia. Tipicamente, un Compuesto de la invencion (solo o en forma de una composicién que comprende el mismo)
se administrara cuatro, tres, dos o una vez al dia (24 horas).

[0138] Los compuestos de formula (Il) de la presente invencion también son Utiles para tratar infecciones
transmitidas por el aire. Los ejemplos de infecciones en el aire incluyen, por ejemplo, RSV. Los compuestos de
férmula (1) de la presente invencion también son Utiles para tratar una infeccion por antrax. La presente invencion se
refiere a los compuestos de formula (1) de la presente invencién para uso en el tratamiento profilactico, preventivo o
terapéutico posterior a la exposicion contra enfermedades o afecciones causadas por patdgenos. En una realizacion
preferida, la presente invencion se refiere a los compuestos de formula (1) para uso en el tratamiento profilactico,
preventivo o terapéutico posterior a la exposicion contra enfermedades o afecciones causadas por patégenos que
pueden usarse en bioterrorismo.

[0139] En los ultimos afios, una variedad de programas de investigacion y medidas de biodefensa se han puesto en
marcha para tratar las preocupaciones sobre el uso de agentes bioldgicos en actos de terrorismo. Estas medidas
tienen la intencion de abordar las preocupaciones relacionadas con el bioterrorismo o el uso de microorganismos o
toxinas bioldgicas para matar personas, propagar el miedo e interrumpir la sociedad. Por ejemplo, el Instituto
Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID, por sus siglas en inglés) ha desarrollado un Plan
Estratégico de Investigacion de biodefensa que describe los planes para abordar las necesidades de investigacion
en el amplio campo del bioterrorismo y las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes. Segun el plan, la
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exposicién deliberada de la poblacién civil de los Estados Unidos a las esporas de Bacillus anthracis reveldé una
brecha en la preparacion general de la nacién contra el bioterrorismo. Ademas, el informe detalla que estos ataques
descubrieron una necesidad insatisfecha de pruebas para diagnosticar rapidamente, vacunas e inmunoterapias para
prevenir, y medicamentos y productos bioldgicos para curar enfermedades causadas por agentes de bioterrorismo.

[0140] Gran parte del enfoque de los diversos esfuerzos de investigacion se ha dirigido al estudio de la biologia de
los patégenos identificados como potencialmente peligrosos como agentes de bioterrorismo, estudiando la respuesta
del huésped contra dichos agentes, desarrollando vacunas contra enfermedades infecciosas, evaluando las terapias
actualmente disponibles y bajo investigacion contra tales agentes, y desarrollando diagndsticos para identificar
signos y sintomas de agentes amenazantes. Tales esfuerzos son loables pero, dada la gran cantidad de patdégenos
que se han identificado como potencialmente disponibles para el bioterrorismo, estos esfuerzos aun no han podido
proporcionar respuestas satisfactorias para todas las posibles amenazas de bioterrorismo. Ademas, muchos de los
patégenos identificados como potencialmente peligrosos como agentes del bioterrorismo no proporcionan incentivos
economicos adecuados para el desarrollo de medidas terapéuticas o preventivas por parte de la industria. Ademas,
incluso si se dispusiera de medidas preventivas, como vacunas, para cada patdgeno que pudiera utilizarse en
bioterrorismo, el costo de administrar todas esas vacunas a la poblacién general es prohibitivo.

[0141] Hasta que se disponga de tratamientos convenientes y eficaces contra cada amenaza de bioterrorismo,
existe una gran necesidad de tratamientos preventivos, profilacticos o terapéuticos que puedan prevenir o reducir el
riesgo de infeccion por agentes patégenos.

[0142] La presente invencidn proporciona compuestos para uso en tales métodos de tratamiento profilactico. En un
aspecto, se proporciona un método de tratamiento profilactico que comprende administrar una cantidad
profilacticamente eficaz de los compuestos de férmula (Il) a un individuo que necesita tratamiento profilactico contra
la infeccidon de uno o mas patdgenos transportados por el aire. Un ejemplo particular de un patégeno en el aire es el
antrax.

[0143] En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento profilactico para reducir el riesgo de infeccion de
un patégeno transportado por el aire que puede causar una enfermedad en un ser humano, comprendiendo dicho
método administrar una cantidad eficaz de los compuestos de féormula (II) a los pulmones del humano que puede
estar en riesgo de infeccion por el patdgeno aéreo pero es asintomatico para la enfermedad, en donde la cantidad
efectiva de un bloqueador del canal de sodio y osmolito son suficientes para reducir el riesgo de infeccion en el
humano. Un ejemplo particular de un patégeno en el aire es el antrax.

[0144] En otro aspecto, se proporciona un tratamiento profilactico posterior a la exposicion o un método de
tratamiento terapéutico para tratar la infeccion de un patdégeno transportado por el aire que comprende administrar
una cantidad eficaz de los compuestos de férmula (1) a los pulmones de un individuo que necesita dicho tratamiento
contra la infeccion de un patégeno en el aire. Los patdgenos que pueden protegerse mediante los métodos
profilacticos de exposicion posterior, rescate y tratamiento terapéutico de la invencion incluyen cualquier patégeno
que pueda entrar al cuerpo a través de la boca, la nariz o las vias respiratorias nasales, procediendo asi a los
pulmones. Tipicamente, los patdgenos seran patdgenos transportados por el aire, ya sea de forma natural o por
aerosolizacion. Los patdgenos pueden ser naturales o pueden haber sido introducidos en el medio ambiente
intencionalmente después de la aplicacién de aerosoles u otro método para introducir los patégenos en el medio
ambiente. Muchos patdgenos que no se transmiten naturalmente en el aire se han aerosolizado o se pueden utilizar
para bioterrorismo. Los patdégenos para los cuales el tratamiento de la invencion puede ser Util, incluye, pero no se
limita a, patégenos prioritarios de categoria A, B y C segun lo establecido por el NIAID. Estas categorias
corresponden generalmente a las listas compiladas por los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC). Segun lo establecido por el CDC, los agentes de Categoria A son aquellos que pueden
diseminarse facilmente o transmitirse de persona a persona, causan una alta mortalidad, con un gran impacto en la
salud publica. Los agentes de la categoria B son los siguientes en prioridad e incluyen aquellos que son
moderadamente faciles de diseminar y causan morbilidad moderada y baja mortalidad. La categoria C consiste en
agentes patdgenos emergentes que podrian disefiarse para diseminacion masiva en el futuro debido a su
disponibilidad, facilidad de produccion y difusion, y potencial para una alta morbilidad y mortalidad. Ejemplos
particulares de estos patdgenos son antrax y plaga. Los patégenos adicionales que pueden protegerse o el riesgo de
infeccion de los mismos incluyen virus de influenza, rinovirus, adenovirus y virus respiratorios sincitiales, y similares.
Otro patégeno contra el que se puede proteger es el coronavirus, que se cree que causa el sindrome respiratorio
agudo severo (SARS).

[0145] La presente invencion también se refiere a bloqueadores de canales de sodio de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, para uso en la prevencion, mitigacion y/o tratamiento de efectos
deterministas sobre la salud del tracto respiratorio provocados por la exposicion a materiales radiolégicos,
particularmente aerosoles respirables que contienen radionucleidos de ataques nucleares, como la detonacién de
dispositivos de dispersion radioldgica (RDD) o accidentes, como desastres en plantas de energia nuclear. Como tal,
se proporciona un Compuesto de la invencion para su uso en un método para prevenir, mitigar y/o tratar efectos
deterministas para la salud del tracto respiratorio y/u otros 6rganos corporales causados por aerosoles respirables
que contienen radionucleidos en un receptor que lo necesite, que incluye un ser humano que lo necesite,
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comprendiendo dicho método la administracién a dicho ser humano de una cantidad eficaz de un Compuesto de
Foérmula (Il), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0146] Una preocupacion importante asociada con la planificacion de gestion de consecuencias para las
exposiciones de miembros del publico a aerosoles respirables que contienen radionucleidos de ataques nucleares,
como la detonaciéon de dispositivos de dispersion radioldgica (RDD) o accidentes, como desastres en plantas de
energia nuclear es coémo prevenir, mitigar o tratar posibles efectos deterministas sobre la salud del tracto
respiratorio, principalmente el pulmén. Es necesario tener medicamentos, técnicas y procedimientos, y personal
capacitado preparado para manejar y tratar a esas personas altamente contaminadas internamente.

[0147] Se han realizado investigaciones para determinar formas de prevenir, mitigar o tratar el dafio potencial al
tracto respiratorio y a varios 6rganos en el cuerpo que es causado por radionucleidos depositados internamente.
Hasta la fecha, la mayor parte de la atencién de la investigacion se ha centrado en estrategias disefiadas para
mitigar los efectos en la salud de los radionuclidos depositados internamente acelerando su excrecién o eliminacion.
Estas estrategias se han centrado en formas quimicas solubles que son capaces de alcanzar el torrente sanguineo y
se depositan en sitios sistémicos remotos especificos de un elemento radiactivo dado. Dichos enfoques no
funcionaran en los casos en que el radioniclido depositado se encuentre en forma relativamente insoluble. Los
estudios han demostrado que muchas, si no la mayoria de las formas fisicoquimicas de los radionucleidos
dispersados de los RDD, estaran en forma relativamente insoluble.

[0148] El unico método conocido para reducir eficazmente la dosis de radiacion a los pulmones a partir de aerosoles
radiactivos insolubles inhalados es el lavado broncoalveolar o BAL. Esta técnica, que fue adaptada de la que ya se
usa para el tratamiento de pacientes con proteinosis alveolar, ha demostrado ser un procedimiento seguro y
repetible, incluso cuando se realiza durante un periodo prolongado de tiempo. Aunque hay variaciones en el
procedimiento, el método basico para BAL es anestesiar al sujeto, seguido de la introduccion lenta de solucién salina
isotonica en un solo I6bulo del pulmén hasta que se alcanza la funcion de capacidad residual. Luego se agregan y
drenan volimenes adicionales por gravedad.

Los resultados de los estudios que usan BAL en animales indican que aproximadamente el 40% del contenido
pulmonar profundo se puede eliminar mediante una secuencia razonable de BAL. En algunos estudios, hubo una
variabilidad considerable entre los animales en la cantidad de radionuclidos recuperados. Actualmente no se
comprenden las razones de la variabilidad.

[0149] Ademas, en base a un estudio en animales, se cree que una reduccion significativa de la dosis de la terapia
BAL da como resultado la mitigacion de los efectos en la salud debidos a la inhalacion de radionucleidos insolubles.
En el estudio, los perros adultos inhalaron particulas insolubles de '#“Ce-FAP. Dos grupos de perros recibieron
contenidos pulmonares de '#*Ce que se sabe que causan neumonitis por radiacién y fibrosis pulmonar
(aproximadamente 2 MBqg/kg de masa corporal), un grupo se trata con 10 lavados unilaterales entre 2 y 56 dias
después de la exposicion y el otro no tratado. Un tercer grupo se expuso a un nivel de #*Ce comparable al
observado en el grupo tratado con BAL después del tratamiento (aproximadamente 1 MBqg/kg), pero estos animales
no fueron tratados. A todos los animales se les permitid vivir su esperanza de vida, que se extendié a 16 afios.
Debido a la variabilidad en el contenido pulmonar inicial de '**Ce entre los perros de cada grupo, las tasas de dosis y
las dosis acumuladas para cada grupo se superponen. Sin embargo, el efecto de BAL en la reduccion del riesgo de
neumonitis/fibrosis fue evidente a partir de las curvas de supervivencia. En los perros no tratados con un contenido
de pulmén de 1,5-2,5 MBqg/kg, el tiempo de supervivencia promedio fue de 370 + 65 d. Para los perros tratados, la
supervivencia media fue 1.270 + 240 d, que fue estadisticamente significativamente diferente. El tercer grupo, que
recibié un contenido pulmonar de *4Ce de 0,6-1,4 MBq, tuvo un tiempo de supervivencia promedio de 1.800 + 230,
que no fue estadisticamente diferente del grupo tratado. Igual de importante para la mayor supervivencia, los perros
en el grupo de dosis altas no tratadas murieron por efectos deterministas en los pulmones (neumonitis/fibrosis)
mientras que los perros tratados no lo hicieron. En cambio, los perros tratados, al igual que los perros en el grupo de
baja dosis no tratada, en su mayoria tenian tumores de pulmoén (hemangiosarcoma o carcinoma). Por lo tanto, la
reduccion en la dosis resultante del tratamiento BAL parece haber producido efectos bioldgicos en el pulmén que
fueron predecibles en funcién de las dosis de radiacién que recibieron los pulmones.

[0150] En base a estos resultados, se cree que la disminucion de la dosis radioldgica residual adicional por cualquier
método o combinacion de métodos para mejorar la eliminacion de particulas del pulmén disminuiria ain mas la
probabilidad de efectos en la salud del pulmén. Sin embargo, BAL es un procedimiento que tiene muchos
inconvenientes. BAL es un procedimiento altamente invasivo que deben ser realizados en centros médicos
especializados por neumologos capacitados. Como tal, un procedimiento BAL es costoso. Dados los inconvenientes
de BAL, no es una opcion de tratamiento que esté disponible inmediata y facilmente para las personas que
necesitan una eliminacion acelerada de particulas radiactivas, por ejemplo, en el caso de un ataque nuclear. En el
caso de un ataque nuclear o un accidente nuclear, se necesita un tratamiento inmediato y relativamente facil para
las personas que han estado expuestas o que corren el riesgo de estar expuestas. Se ha demostrado que los
blogueadores de los canales de sodio administrados como aerosol de inhalacién restauran la hidratacion de las
superficies de las vias respiratorias. Dicha hidratacion de las superficies de las vias respiratorias ayuda a despejar
las secreciones de moco acumuladas y la materia particulada asociada del pulmén. Como tal, sin estar ligado a
ninguna teoria particular, se cree que los bloqueadores de los canales de sodio pueden usarse para acelerar la
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eliminacion de particulas radiactivas de los conductos de las vias respiratorias.

[0151] Como se discutidé anteriormente, el mayor riesgo para los pulmones después de un ataque radioldgico, tal
como una bomba sucia, resulta de la inhalacion y retencion de particulas radiactivas insolubles. Como resultado de
la retencion de particulas radioactivas, la exposicion acumulativa al pulmon se incrementa significativamente, lo que
finalmente resulta en fibrosis pulmonar/neumonitis y potencialmente la muerte. Las particulas insolubles no pueden
ser eliminadas sistémicamente por los agentes quelantes porque estas particulas no estan en solucion. Hasta la
fecha, la eliminacion fisica de material particulado a través de BAL es el Unico régimen terapéutico demostrado que
es efectivo para mitigar la enfermedad pulmonar inducida por radiacién. Como se discutié anteriormente, BAL no es
una solucion de tratamiento realista para reducir los efectos de las particulas radiactivas que se han inhalado en el
cuerpo. Como tal, es deseable proporcionar un régimen terapéutico que ayude eficazmente a eliminar particulas
radiactivas de los conductos de las vias respiratorias y que, a diferencia de BAL, sea relativamente simple de
administrar y escalable en un escenario de exposicion a la radiacion a gran escala. Ademas, también es deseable
que el régimen terapéutico esté facilmente disponible para un numero de personas en un periodo de tiempo
relativamente corto.

[0152] En un aspecto de la presente invencion, los compuestos para uso en un método para prevenir, mitigar y/o
tratar los efectos deterministas sobre la salud del tracto respiratorio y/u otros 6rganos corporales causados por
aerosoles respirables que contienen radionucleidos comprenden administrar una cantidad efectiva de un bloqueador
de canales de sodio de Férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para un individuo necesitado.
En una caracteristica de este aspecto, el bloqueador del canal de sodio se administra junto con un osmolito. Con
respecto a esta caracteristica, el osmolito es solucién salina hipertonica (HS). En una caracteristica adicional, el
bloqueador del canal de sodio y el osmolito se administran junto con un modulador de transporte iénico. Con
respecto a esta caracteristica, el modulador de transporte de iones puede seleccionarse del grupo que consiste en
B-agonistas, potenciadores de RTFQ, agonistas de receptores purinérgicos, lubiprostones e inhibidores de
proteasas. En otra caracteristica de este aspecto, los radionucleidos se seleccionan del grupo que consiste en
Colbalt-60, Cesio-137, Iridio-192, Radio-226, Fosforo-32, Estroncio-89 y 90, Yodo-125, Talio-201, Plomo-210, Torio-
234, Uranio-238, Plutonio, Cobalt-58, Cromio-51, Americio y Curio. En una caracteristica adicional, los
radionucleidos son de un dispositivo de eliminacion radiactiva. En otra caracteristica mas, el bloqueante del canal de
sodio o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra en una suspension en aerosol de particulas
respirables que el individuo inhala. En una caracteristica adicional, el bloqueante del canal de sodio o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se administra después de la exposicién a los radionucleidos.

COMPOSICIONES

[0153] Si bien es posible administrar un Compuesto de la invencion solo, en algunas realizaciones es preferible
presentarlo en forma de una composicion, particularmente una composicién farmacéutica (formulacién). Por lo tanto,
en otro aspecto, la invencién proporciona composiciones, y particularmente composiciones farmacéuticas (tales
como una composicion farmacéutica inhalable) que comprenden una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
Compuesto de la invencion como ingrediente activo, y un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El término "ingrediente activo" como se emplea en la presente memoria se refiere a cualquier Compuesto
de la invencién o combinacion de dos o mas compuestos de la invencion en una composicion farmacéutica. También
se proporcionan realizaciones especificas en las que una composiciéon farmacéutica comprende una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de Férmula (1), independientemente o en combinacion, y un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0154] También se proporciona un kit que comprende i) una cantidad farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de
Formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; ii) uno o mas excipientes, vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables; iii) instrucciones para administrar el Compuesto del grupo i) y los excipientes,
vehiculos o diluyentes del grupo ii) a un sujeto que lo necesite; y; iv) un contenedor. Un sujeto que lo necesite
incluye cualquier sujeto que necesite los métodos de tratamiento descritos en este documento.

[0155] En una realizacion, un kit comprende i) de aproximadamente 10 pg a aproximadamente 40 pg de un
Compuesto de Formula (I1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, por dosis; ii) de aproximadamente 1
a aproximadamente 5 mL de diluyente por dosis; iii) instrucciones para administrar el Compuesto del grupo i) y el
diluyente del grupo ii) a un sujeto que lo necesite; y; iv) un contenedor. En una realizaciéon adicional, el diluyente es
de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 mL de una solucién salina, como se describe en la presente memoria,
por dosis.

[0156] También se proporciona un kit que comprende i) una solucibn que comprende una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de Formula (ll), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
disuelto en un diluyente farmacéuticamente aceptable; iii) instrucciones para administrar la solucién del grupo i) a un
sujeto que lo necesite; y iii) un contenedor.

[0157] También se proporciona un kit que comprende i) una soluciéon que comprende de aproximadamente 10 ug a
aproximadamente 40 pg de un Compuesto de Férmula (ll), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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disuelto en un diluyente farmacéuticamente aceptable; iii) instrucciones para administrar la solucion del grupo i) a un
sujeto que lo necesite; y iii) un contenedor. En una realizaciéon adicional, el diluyente es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 mL de una solucion salina, como se describe en la presente memoria, por dosis.

[0158] Para cada uno de los kits descritos anteriormente hay una realizacion adicional en la que el diluyente es
solucion salina hiperténica.

[0159] EI (los) excipiente(s), diluyente(s) o vehiculo(s) farmacéuticamente aceptable(s) deben ser aceptables en el
sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacion y no perjudicial para el receptor de la misma.
En general, los excipientes, diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables empleados en la formulacion
farmacéutica son "no toéxicos", lo que significa que se consideran seguros para el consumo en la cantidad
suministrada en la formulacion y "inerte" significa que reaccionan/no reaccionan de forma apreciable o dan como
resultado un efecto indeseado sobre la actividad terapéutica del/de los ingrediente(s) activo(s). Los excipientes,
diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables son convencionales en la técnica y pueden seleccionarse
usando técnicas convencionales, basadas en la ruta de administracion deseada. Véase, REMINGTON'S,
PHARMAGUTICAL SCIENCES, Lippincott Williams & Wilkins; 212 edicion (1 de mayo de 2005). Preferiblemente, el
(los) excipiente(s), diluyente(s) o vehiculo(s) farmacéuticamente aceptable(s) se consideran generalmente seguros
(GRAS) segun la FDA.

[0160] Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion incluyen aquellas adecuadas para
administracion oral; administracion parenteral, que incluye subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa e
intraarticular; administracion topica, que incluye administracion tdpica en la piel, ojos, oidos, etc. administracion
vaginal o rectal; y administracion en el tracto respiratorio, incluidas las cavidades nasales y los senos paranasales,
las vias respiratorias orales y extratoracicas, y los pulmones, incluido el uso de aerosoles que pueden administrarse
por medio de varios tipos de inhaladores de polvo seco, inhaladores de dosis medidas presurizados, inhaladores de
softmist, nebulizadores o insufladores. La via de administracion mas adecuada puede depender de varios factores,
que incluyen al paciente y la afeccién o trastorno que se trata.

[0161] Las formulaciones se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria o a granel como, por ejemplo, en el
caso de formulaciones para dosificacion mediante un inhalador y se pueden preparar mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Generalmente, los métodos incluyen la etapa de poner el
ingrediente activo en asociacion con el vehiculo, diluyente o excipiente y opcionalmente uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el ingrediente activo
con uno o mas vehiculos liquidos, diluyentes o excipientes o vehiculos soélidos finamente divididos, diluyentes o
excipientes, o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto en la formulaciéon deseada.

[0162] Las composiciones farmacéuticas para administracion topica se pueden formular como ungiientos, cremas,
suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, aerosoles o aceites. Las composiciones disefiadas para el
tratamiento de los ojos u otros tejidos externos, por ejemplo, la boca y la piel, se pueden aplicar como una pomada
topica, crema o gotas para los ojos. Cuando se formula como una pomada, el ingrediente activo puede emplearse
con una base de pomada parafinica o miscible en agua. Alternativamente, el ingrediente activo se puede formular en
una crema con una base de crema de aceite en agua o una base de agua en aceite.

[0163] Otras composiciones disefiadas para la administracion topica a los ojos u oidos incluyen gotas para los ojos y
gotas para los oidos en que el ingrediente activo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado, tal como, por
ejemplo, un disolvente acuoso, que incluye solucioén salina.

[0164] Las formulaciones adecuadas para administracion oral se pueden presentar como unidades discretas tales
como capsulas, sellos o tabletas, que contienen cada una una cantidad predeterminada del ingrediente activo; como
polvo o granulos; como una solucién o suspension en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o como una
emulsion liquida de aceite en agua o una emulsion liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también se puede
presentar como un sobre, bolo, electuario o pasta.

[0165] Una tableta se puede hacer mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos prensados pueden prepararse comprimiendo en una maquina adecuada el ingrediente
activo en una forma de flujo libre tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante,
lubricante, diluyente inerte, agente tensioactivo o agente dispersante. Los comprimidos moldeados pueden
prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla del Compuesto en polvo humedecido con un diluyente
liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o0 marcarse opcionalmente y pueden formularse para proporcionar
una liberacion lenta o controlada del ingrediente activo.

[0166] Las formulaciones para administracion topica en la boca, por ejemplo bucal o sublingualmente, incluyen
pastillas, que comprenden el ingrediente activo en una base aromatizada tal como sacarosa y goma arabiga o
tragacanto, y pastillas que comprenden el ingrediente activo en una base tal como gelatina y glicerina o sacarosa y
acacia.
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[0167] Las formulaciones para administracion parenteral incluyen soluciones de inyeccion estériles acuosas y no
acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacion sea
isotonica con la sangre del receptor pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en recipientes de dosis
unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en un estado liofilizado que
solo requiere la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, solucion salina o agua por inyeccion,
inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse soluciones y suspensiones extemporaneas para inyeccion a
partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo descrito previamente.

[0168] Los fluidos orales tales como soluciones, jarabes y elixires se pueden preparar en forma de unidad de
dosificaciéon de modo que una cantidad dada contiene una cantidad predeterminada del ingrediente activo. Los
jarabes pueden prepararse disolviendo el ingrediente activo en una solucidon acuosa adecuadamente aromatizada,
mientras que los elixires se preparan mediante el uso de un vehiculo alcohdlico farmacéuticamente aceptable. Las
suspensiones se pueden formular dispersando el ingrediente activo en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los solubilizantes y emulsionantes tales como alcoholes isoestearilicos etoxilados y éteres de sorbitol de
polioxietileno, conservantes, aditivos del sabor tales como aceite de menta o edulcorantes naturales o sacarina u
otros edulcorantes artificiales, y similares también pueden incorporarse en composiciones liquidas orales.

[0169] Los sistemas de administracion de liposomas tales como vesiculas unilamelares pequefias, vesiculas
unilaminares grandes y vesiculas multilamelares también se pueden emplear como medios de administracion para
los compuestos de la invencién. Los liposomas se pueden formar a partir de una variedad de fosfolipidos tales como
colesterol, estearilamina y fosfatidilcolinas.

[0170] Las composiciones disefiadas para la administracion nasal incluyen aerosoles, soluciones, suspensiones,
aerosoles, neblinas y gotas. Las formulaciones aerosolables para administracion nasal se pueden formular de la
misma manera que las formulaciones aerosolables para inhalacién con la condicion de que se prefieran las
particulas de tamafio no respirable en formulaciones para administracion nasal. Tipicamente, se pueden emplear
particulas de aproximadamente 5 micrometros de tamario, hasta el tamafio de las gotitas visibles. Por lo tanto, para
administracion nasal, se puede usar un tamafio de particula en el rango de 10-500 ym para asegurar la retencién en
la cavidad nasal.

[0171] También se pueden emplear parches transdérmicos, que estan disefiados para permanecer en contacto con
la epidermis del paciente durante un periodo de tiempo prolongado y promover la absorcion del ingrediente activo a
través del mismo.

[0172] Las composiciones para administracion vaginal o rectal incluyen unglentos, cremas, supositorios y enemas,
todos los cuales se pueden formular usando técnicas convencionales.

[0173] En una realizacion preferida, la composicién es una composicion farmacéutica inhalable que es adecuada
para inhalacién y suministro al espacio endobronquial. Tipicamente, dicha composicién esta en forma de un aerosol
que comprende particulas para administracion usando un nebulizador, inhalador de dosis medida presurizado (MDI),
inhalador de softmist o inhalador de polvo seco (DPI). La formulacion de aerosol utilizada en los métodos de la
presente invencion puede ser un liquido (por ejemplo, solucién) adecuado para administracion por un nebulizador,
inhalador de softmist o MDI, o un polvo seco adecuado para la administraciéon por un MDI o DPI.

[0174] Los aerosoles utilizados para administrar medicamentos al tracto respiratorio son tipicamente polidispersos;
es decir, estan compuestos por particulas de muchos tamafos diferentes. La distribucién del tamafio de particula se
describe tipicamente por el Diametro Aerodinamico Mediano de Masa (MMAD) y la Desviaciéon Estandar Geométrica
(GSD). Para una administracion éptima del farmaco al espacio endobronquial, el MMAD esta en el intervalo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 um y preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 pm,
y el GSD es menor que 3, y preferiblemente menor que aproximadamente 2. Los aerosoles tienen un MMAD
superior a 10 ym generalmente es demasiado grande cuando se inhala para llegar a los pulmones. Los aerosoles
con un GSD mayor que aproximadamente 3 no son preferidos para la administracion pulmonar ya que administran
un alto porcentaje del medicamento a la cavidad oral. Para lograr estos tamafios de particula en la formulacion en
polvo, las particulas del ingrediente activo se pueden reducir de tamafio usando técnicas convencionales tales como
micronizacion o secado por pulverizacion. Los ejemplos no limitantes de otros procesos o técnicas que se pueden
usar para producir particulas respirables incluyen secado por pulverizacion, precipitacion, fluido supercritico y
liofilizaciéon. La fraccidon deseada puede separarse por clasificacion de aire o tamizado. En una realizacion, las
particulas seran cristalinas. Para las formulaciones liquidas, el tamafio de particula se determina mediante la
seleccion de un modelo particular de nebulizador, inhalador de softmist o MDI.

[0175] Las distribuciones de tamafo de particula de aerosol se determinan usando dispositivos bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, un impactador de cascada Anderson de etapas multiples u otro método adecuado, como los
especificamente citados en el Capitulo 601 de la Farmacopea de los EE.UU., como dispositivos caracterizadores de
aerosoles emitidos a partir de dosis medidas e inhaladores de polvo seco.
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[0176] Las composiciones de polvo seco para la administracion tépica al pulmén mediante inhalacion pueden
formularse sin excipiente o vehiculo y, en su lugar, incluir Gnicamente los ingredientes activos en una forma de polvo
seco que tiene un tamafo de particula adecuado para la inhalaciéon. Las composiciones de polvo seco también
pueden contener una mezcla del ingrediente activo y una base en polvo adecuada (vehiculo/diluyente/sustancia de
excipiente) tal como mono, di o polisacaridos (por ejemplo, lactosa o almidén). Lactosa es tipicamente el excipiente
preferido para formulaciones de polvo seco. Cuando se emplea un excipiente sélido tal como lactosa, generalmente
el tamanio de particula del excipiente sera mucho mayor que el ingrediente activo para ayudar a la dispersion de la
formulacion en el inhalador.

[0177] Los ejemplos no limitantes de inhaladores de polvo seco incluyen inhaladores de dosis multiples de reserva,
inhaladores de dosis multiples premedidos, inhaladores basados en capsulas e inhaladores de dosis Unica
desechables. Un inhalador de reservorio contiene una gran cantidad de dosis (por ejemplo, 60) en un recipiente.
Antes de la inhalacién, el paciente activa el inhalador que hace que el inhalador dosifique una dosis de medicamento
del reservorio y lo prepare para la inhalacién. Los ejemplos de IPS de depésito incluyen, pero no estan limitados a,
Turbohaler® de AstraZeneca y ClickHaler® de Vectura.

[0178] En un inhalador multidosis medido previamente, cada dosis individual se ha fabricado en un recipiente
separado, y el accionamiento del inhalador antes de la inhalacion hace que se libere una nueva dosis del farmaco de
su recipiente y se prepara para la inhalaciéon. Los ejemplos de inhaladores multidosis DPI incluyen, pero no se
limitan a, Diskus® de GSK, Gyrohaler® de Vectura y Prohaler® de Valois. Durante la inhalacion, el flujo inspiratorio
del paciente acelera el polvo del dispositivo hacia la cavidad oral. Para un inhalador de capsulas, la formulacion esta
en una capsula y se almacena fuera del inhalador. El paciente coloca una capsula en el inhalador, acciona el
inhalador (pincha la capsula) y luego inhala. Los ejemplos incluyen Rotohaler™ (GlaxoSmithKline), Spinhaler™
(Novartis), HandiHaler™ (IB), TurboSpin™ (PH&T). Con los inhaladores desechables de dosis Unica, el paciente
activa el inhalador para prepararlo para la inhalacion, inhala y luego desecha el inhalador y el empaque. Los
ejemplos incluyen el Twincer™ (U Groningen), OneDose™ (GFE) y Manta Inhaler™ (Manta Devices).

[0179] Generalmente, los inhaladores de polvo seco utilizan caracteristicas de flujo turbulento del camino del polvo
para hacer que los agregados de excipiente y farmaco se dispersen, y las particulas de ingrediente activo se
depositan en los pulmones. Sin embargo, ciertos inhaladores de polvo seco utilizan una camara de dispersion
ciclénica para producir particulas del tamafio respirable deseado. En una camara de dispersion ciclénica, el farmaco
entra en una camara de dispersion con forma de moneda de forma tangencial, de modo que el recorrido del aire y el
farmaco se mueven a lo largo de la pared circular exterior. A medida que la formulacién del medicamento se mueve
a lo largo de esta pared circular, rebota y los aglomerados se rompen por las fuerzas de impacto. El camino de aire
gira en espiral hacia el centro de la camara saliendo verticalmente. Las particulas que tienen tamarios
aerodinamicos lo suficientemente pequefios pueden seguir la trayectoria del aire y salir de la camara. En efecto, la
camara de dispersion funciona como un pequefio molino de chorro. Dependiendo de los detalles de la formulacién,
se pueden agregar grandes particulas de lactosa a la formulaciéon para ayudar en la dispersion a través del impacto
con las particulas API.

[0180] El inhalador desechable de dosis tnica Twincer™ parece funcionar con una camara de dispersion ciclonica
en forma de moneda denominada "clasificador de aire". Véase, Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N°
2006/0237010 a Rijksuniversiteit Groningen. Los documentos publicados por la Universidad de Groningen, han
declarado que una dosis de 60 mg de sulfometato de colistina micronizado puro podria ser administrado
efectivamente como un polvo seco inhalable utilizando esta tecnologia.

[0181] En realizaciones preferidas, la formulacion de aerosol se administra como un polvo seco usando un inhalador
de polvo seco en el que las particulas emitidas desde el inhalador tienen un MMAD en el intervalo de
aproximadamente 1 ym a aproximadamente 5 ym y un GSD aproximadamente menos de 2.

[0182] Ejemplos de inhaladores de polvo seco adecuados y dispositivos de dispersion de polvo seco para uso en la
administracion de compuestos y composiciones de acuerdo con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a
los descritos en US7520278; US7322354; US7246617; US7231920; US7219665; US7207330; US6880555;
US5,522,385; US6845772; US6637431; US6329034; US5,458,135; US4,805,811; y la Solicitud de Patente
Publicada de los Estados Unidos N° 2006/0237010.

[0183] En una realizacion, la formulacion farmacéutica de acuerdo con la invencién es un polvo seco para inhalacion
que se formula para la administracion mediante un dispositivo de tipo Diskus®. El dispositivo Diskus® comprende
una tira alargada formada a partir de una lamina base que tiene una pluralidad de huecos espaciados a lo largo y
una lamina de tapa hermética pero pelablemente sellada para definir una pluralidad de contenedores, teniendo cada
recipiente una formulacion inhalable que contiene una cantidad predeterminada de ingrediente activo sola o en
mezcla con uno o mas vehiculos o excipientes (por ejemplo, lactosa) y/u otros agentes terapéuticamente activos.
Preferiblemente, la tira es suficientemente flexible para enrollarse en un rollo. La lamina de tapa y la lamina de base
tendran preferiblemente partes extremas delanteras que no estan selladas entre si y al menos una de las partes
extremas delanteras esta construida para unirse a un medio de arrollamiento. También, preferiblemente, el sello
hermético entre la base y las hojas de la tapa se extiende sobre todo su ancho. Para preparar la dosis para la
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inhalacion, la lamina de la tapa se puede pelar preferiblemente desde la lamina de base en una direccion longitudinal
desde un primer extremo de la lamina de base.

[0184] En una realizacion, la formulacion farmacéutica de acuerdo con la invencion es un polvo seco para inhalacion
que se formula para administracion usando un inhalador desechable de dosis Unica, y particularmente el inhalador
Twincer™. El inhalador Twincer™ comprende un blister laminado de lamina con uno o mas huecos y una lamina de
tapa herméticamente pero sellada de forma pelable a la misma para definir una pluralidad de recipientes. Cada
contenedor tiene en su interior una formulacion inhalable que contiene una cantidad predeterminada de
ingrediente(s) activo(s), ya sea solo o en mezcla con uno o mas vehiculos o exprimidores (por ejemplo, lactosa). La
lamina de tapa tendra preferiblemente una porcién de extremo delantero que esta construida para proyectarse desde
el cuerpo del inhalador. El paciente operaria el dispositivo y, por lo tanto, administraria la formulacién de aerosol al:
1) retirar la envoltura externa del envoltorio, 2) tirar de la lenglieta de aluminio para destapar la droga en la ampolla e
3) inhalar la droga de la ampolla.

[0185] En ofra realizacion, la formulacion farmacéutica segun la invencion es un polvo seco para inhalacion en
donde el polvo seco se formula en microparticulas como se describe en la Publicacién PCT N° W0O2009/015286 o
WO02007/114881, ambas para NexBio. Dichas microparticulas se forman generalmente afiadiendo un contraion a
una soluciéon que contiene un Compuesto de la invencién en un disolvente, afiadiendo un antidisolvente a la
solucidn; y enfriando gradualmente la solucién a una temperatura por debajo de aproximadamente 25°C, para formar
una composicién que contiene microparticulas que comprenden el compuesto. Las microparticulas que comprenden
el Compuesto pueden a continuacion separarse de la solucion por cualquier medio adecuado tal como
sedimentacion, filtracion o liofilizacion. Los contraiones, disolventes y antidisolventes adecuados para preparar
microparticulas de los compuestos de la invencion se describen en el documento W0O2009/015286.

[0186] En otra realizacion, una composicion farmacéutica segun la invencién se administra como un polvo seco
usando un inhalador de dosis medida. Los ejemplos no limitantes de inhaladores y dispositivos de dosis medidas
incluyen los descritos en US5.261.538; US5.544.647; US5.622.163; US4.955.371; US3.565.070; US3.361306 y
US6.116.234 y US7.108.159. En una realizacion preferida, se administra un Compuesto de la invencion como un
polvo seco usando un inhalador de dosis medida en el que las particulas emitidas tienen un MMAD que esta en el
intervalo de aproximadamente 1 ym a aproximadamente 5 pm y un GSD que es menor que aproximadamente 2 ym.

[0187] Las formulaciones de aerosoles liquidos para administracion al espacio endobronquial o al pulmén mediante
inhalacion pueden formularse, por ejemplo, como soluciones o suspensiones acuosas 0 como aerosoles
suministrados a partir de envases presurizados, tales como inhaladores de dosis medidas, con el uso de propulsores
licuados adecuados, inhaladores de softmist o nebulizadores. Tales composiciones de aerosol adecuadas para
inhalacion pueden ser una suspension o una solucion y generalmente contienen el (los) ingrediente(s) activo(s) junto
con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua (destilada o estéril), solucion salina,
solucidn salina hipertonica o etanol) y opcionalmente uno o mas agentes terapéuticamente activos adicionales.

[0188] Las composiciones en aerosol para el suministro por inhaladores de dosis medida presurizados tipicamente
comprenden ademas un propelente farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de tales propelentes incluyen
fluorocarbono o clorofluorcarbono que contiene hidrogeno o mezclas de los mismos, particularmente
hidrofluoroalcanos, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, especialmente
1,1,1,2-tetrafluoroetano, 1,1,1,2,3,3,3,-heptafluoro-n-propano o una mezcla de ellos. La composicién de aerosol
puede estar exenta de excipientes o puede contener opcionalmente excipientes de formulacién adicionales bien
conocidos en la técnica tales como tensioactivos, por ejemplo, acido oleico o lecitina y codisolventes, por ejemplo,
etanol. Las formulaciones presurizadas generalmente se retendran en un bote (por ejemplo, un bote de aluminio)
cerrado con una valvula (por ejemplo, una valvula dosificadora) y se colocaran en un actuador provisto de una
boquilla.

[0189] En ofra realizacion, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se administra como un liquido
usando un inhalador de dosis medida. Los ejemplos no limitantes de inhaladores y dispositivos de dosis medidas
incluyen los descritos en las Patentes de los Estados Unidos N°° 6.253.762, 6.413.497, 7.601.336, 7.481.995,
6.743.413 y 7.105.152. En una realizacion preferida, se administra un Compuesto de la invencién como un polvo
seco usando un inhalador de dosis medida en el que las particulas emitidas tienen un MMAD que esta en el intervalo
de aproximadamente 1 pm a aproximadamente 5 ym y un GSD que es menor que aproximadamente 2 .

[0190] En una realizacion, la formulacion de aerosol es adecuada para la aerosolizacién mediante un nebulizador de
chorro, o un nebulizador ultrasénico que incluye nebulizadores de placas porosas estaticas y vibratorias. Las
formulaciones liquidas en aerosol para nebulizacion pueden generarse solubilizando o reconstituyendo una
formulacioén de particulas solidas o pueden formularse con un vehiculo acuoso con la adicion de agentes tales como
acido o alcali, sales de tampodn y agentes de ajuste de la isotonicidad. Se pueden esterilizar mediante técnicas en
proceso tales como filtracion o procesos terminales tales como calentamiento en autoclave o radiacién gamma.
También pueden presentarse en forma no estéril.

[0191] Los pacientes pueden ser sensibles al pH, a la osmolalidad y al contenido i6nico de una solucién nebulizada.
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Por lo tanto, estos parametros deben ajustarse para que sean compatibles con el ingrediente activo y tolerables para
los pacientes. La solucion o suspension mas preferida de ingrediente activo contendra una concentracion de cloruro
>30 mM a pH 4,5-7,4, preferiblemente 5,0-5,5, y una osmolalidad de aproximadamente 800-1600mOsm/kg. El pH de
la solucion puede controlarse mediante valoracion con acidos comunes (acido clorhidrico o acido sulftrico, por
ejemplo) o bases (hidréxido sdédico, por ejemplo) o mediante el uso de tampones. Los tampones comiUnmente
utilizados incluyen tampones de citrato, tampones de acetato y tampones de fosfato. Las resistencias del tampdn
pueden variar de 2mM a 50mM.

[0192] Dichas formulaciones se pueden administrar usando nebulizadores comercialmente disponibles u otro
atomizador que puede romper la formulacion en particulas o gotitas adecuadas para la deposicion en el tracto
respiratorio. Los ejemplos no limitantes de nebulizadores que pueden emplearse para la administracion en aerosol
de una composicion de la invencion incluyen nebulizadores de chorro neumaticos, nebulizadores de chorro
ventilados o mejorados en aliento, o nebulizadores ultrasénicos que incluyen nebulizadores de placas porosas
estaticas o vibratorias.

[0193] Un nebulizador de chorro utiliza una corriente de aire a alta velocidad que se dispara a través de una
columna de agua para generar gotitas. Las particulas inadecuadas para la inhalacién impactan en las paredes o en
los deflectores aerodinamicos. Un nebulizador ventilado o mejorado por aliento funciona esencialmente de la misma
manera que un nebulizador a chorro, excepto que el aire inhalado pasa a través del area de generacion primaria de
gotas para aumentar la velocidad de salida del nebulizador mientras que inhala el paciente.

[0194] En un nebulizador ultrasénico, la vibracién de un cristal piezoeléctrico crea inestabilidades superficiales en el
depdsito de farmaco que hacen que se formen gotitas. En los nebulizadores de placas porosas, los campos de
presiéon generados por la energia sonica fuerzan el liquido a través de los poros de la malla, donde se rompe en
gotas por la ruptura de Rayleigh. La energia sonica puede ser suministrada por un cuerno vibratorio o placa
accionada por un cristal piezoeléctrico, o por la propia malla que vibra. Los ejemplos no limitantes de atomizadores
incluyen cualquier atomizador o boquilla de fluido unico o doble que produzca gotitas de un tamafo apropiado. Un
atomizador de fluido Unico funciona al forzar un liquido a través de uno o mas orificios, donde el chorro de liquido se
descompone en gotitas. Los atomizadores de fluido gemelo funcionan al forzar tanto un gas como un liquido a través
de uno o mas orificios, o al incidir un chorro de liquido contra otro chorro de liquido o gas.

[0195] La eleccion del nebulizador que aerosoliza la formulacion de aerosol es importante en la administracion del
ingrediente o ingredientes activos. Los diferentes nebulizadores tienen diferentes eficiencias segun su principio de
disefio y funcionamiento, y son sensibles a las propiedades fisicas y quimicas de la formulacién. Por ejemplo, dos
formulaciones con diferentes tensiones superficiales pueden tener diferentes distribuciones de tamafio de particula.
Adicionalmente, las propiedades de formulacion tales como pH, osmolalidad y contenido de iones permeables
pueden afectar la tolerabilidad de la medicacion, por lo que las realizaciones preferidas se ajustan a ciertos
intervalos de estas propiedades.

[0196] En una realizacion preferida, la formulacién para nebulizacion se administra al espacio endobronquial como
un aerosol que tiene un MMAD entre aproximadamente 1 uym y aproximadamente 5 ym y un GSD menor que 2
usando un nebulizador apropiado. Para ser éptimamente efectivo y evitar los efectos secundarios sistémicos y
respiratorios superiores, el aerosol no debe tener un MMAD mayor de aproximadamente 5 ym y no debe tener un
GSD mayor que aproximadamente 2. Si un aerosol tiene un MMAD mayor de aproximadamente 5 ym o una GSD
mayor que aproximadamente 2 ym. Un gran porcentaje de la dosis puede depositarse en las vias respiratorias
superiores disminuyendo la cantidad de farmaco administrado al sitio deseado en el tracto respiratorio inferior. Si el
MMAD del aerosol es mas pequefio que aproximadamente 1 uym, entonces un gran porcentaje de las particulas
puede permanecer suspendido en el aire inhalado y luego puede exhalarse durante la espiracion.

[0197] Los compuestos de la invencion también se pueden administrar mediante lavado transbroncoscopico.

[0198] En otro aspecto, la invencion proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para
promover la hidratacion de las superficies de la mucosa o restablecer la defensa de la mucosa en un ser humano
que lo necesite, que comprende administrar al ser humano una composicién farmacéutica que comprende un
Compuesto de la invencién, en donde dicho Compuesto se administra en una cantidad efectiva. En una realizaciéon
preferida, el método comprende administrar la composicion farmacéutica como una composiciéon inhalable que
comprende una cantidad de un Compuesto de la invencién que es suficiente para alcanzar una concentracion
disuelta del Compuesto en las superficies de la via aérea de aproximadamente 10°, 108, o 10”7 a aproximadamente
10, 103, 102, 0 10"" moles/litro, mas preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 10 moles/litro.

[0199] En otro aspecto, la invencidon proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para tratar
cualquiera de: una enfermedad asociada con obstruccion reversible o irreversible de la via aérea, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, bronquiectasia (incluyendo bronquiectasias) debido a condiciones
distintas a la fibrosis quistica), bronquitis aguda, bronquitis crénica, tos postvirales, fibrosis quistica, enfisema,
neumonia, panbronquiolitis, bronquiolitis asociada a trasplante y traqueobronquitis asociada a ventilador o
prevenciéon de neumonia asociada a ventilador en un ser humano en necesidad de la misma, que comprende
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administrar al ser humano una composicién farmacéutica que comprende un Compuesto de la invencién, en donde
dicho Compuesto se administra en una cantidad efectiva. En una realizacién preferida, el método comprende
administrar la composicion farmacéutica como una composicién inhalable que comprende una cantidad de un
Compuesto de la invencién que es suficiente para alcanzar una concentracion disuelta del Compuesto en las
superficies de la via aérea de aproximadamente 10°, 108 o 107 a aproximadamente 104, 103, 102, o 10"’
moles/litro, mas preferiblemente de aproximadamente 10~ a aproximadamente 10* moles/litro.

[0200] En otro aspecto, la invencidon proporciona un Compuesto de la invencion para uso en un método para tratar
cualquiera de boca seca (xerostomia), piel seca, sequedad vaginal, sinusitis, rinosinusitis o deshidratacion nasal,
incluida la deshidratacion nasal provocada mediante la administracion de oxigeno seco, 0jo seco, ojo seco asociado
a la enfermedad de Sjogren, promocion de la hidratacion ocular o corneal, tratamiento del sindrome de obstruccion
intestinal distal, tratamiento de la otitis media, diskinesia ciliar primaria, sindrome de obstruccién intestinal distal,
esofagitis, estrefiimiento o diverticulitis cronica en humanos que lo necesite, que comprende administrar al humano
una composicion farmacéutica que comprende un Compuesto de la invencion, en donde dicho Compuesto se
administra en una cantidad efectiva.

[0201] Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas para los compuestos de la invencion son aquellas que
contienen una cantidad eficaz del ingrediente activo o una fraccion apropiada de los mismos.

[0202] Se debe entender que ademas de los ingredientes particularmente mencionados anteriormente, las
formulaciones de esta invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo
de formulacién en cuestion, por ejemplo, los adecuados para la administracion oral pueden incluir agentes
aromatizantes.

[0203] Las composiciones de la presente invencion se pueden formular para liberacion inmediata, controlada o
sostenida segun se desee para la afeccion particular que se esta tratando y la via de administracion deseada. Por
ejemplo, puede desearse una formulacién de liberacion controlada para administracion oral para el tratamiento del
estrefiimiento con el fin de maximizar la administracion del agente activo al colon. Dichas formulaciones y
excipientes adecuados para las mismas son bien conocidas en la técnica de la farmacia. Debido a que la base libre
del Compuesto es generalmente menos soluble en soluciones acuosas que la sal, las composiciones que
comprenden una base libre de un Compuesto de Férmula Il pueden emplearse para proporcionar una liberaciéon mas
sostenida del agente activo administrado por inhalacién a los pulmones. Un agente activo presente en los pulmones
en forma de particulas que no se ha disuelto en la solucién no esta disponible para inducir una respuesta fisiolégica,
pero sirve como un depdsito de farmaco biodisponible que se disuelve gradualmente en la solucién. Como otro
ejemplo, una formulacién puede emplear tanto una base libre como una forma de sal de un Compuesto de la
invencion para proporcionar liberacion inmediata y liberacion sostenida del ingrediente activo para la disolucion en
las secreciones de moco de, por ejemplo, la nariz.

[0204] Los bloqueadores de ENaC descritos en esta invencion se pueden administrar mediante administracion
topica a los ojos de un paciente que necesita dicho tratamiento. Los bloqueadores ENaC de Férmula Il se
administran a la superficie ocular de un sujeto, en una cantidad eficaz para reducir los sintomas del ojo seco y para
mejorar la hidratacion de la pelicula lagrimal. Preferiblemente, los bloqueantes ENaC se administran como una
suspension liquida o de gel en forma de gotas, pulverizacion o gel. Alternativamente, los bloqueadores ENaC se
pueden aplicar al ojo a través de liposomas. Los bloqueadores de ENaC también pueden estar contenidos,
transportados o unidos a lentes de contacto, tapones puntuales u otros materiales compatibles de liberacion
controlada, que se colocan en el ojo. Los bloqueadores ENaC también pueden estar contenidos dentro de un hisopo
0 esponja que se puede aplicar a la superficie ocular. Los bloqueadores ENaC también pueden estar contenidos
dentro de un aerosol liquido que se puede aplicar a la superficie ocular. Otra realizaciéon de la presente invencion
implica una inyeccion de bloqueadores de ENaC directamente en los tejidos lagrimales o sobre la superficie del ojo.

[0205] La solucion topica que contiene bloqueadores de ENaC puede contener un vehiculo fisiolégicamente
compatible, como los expertos en la técnica oftalmica pueden seleccionar usando criterios convencionales. Los
vehiculos oftalmicos incluyen, entre otros, solucidn salina, poliéteres de agua tales como polietilenglicol, polivinilos
tales como alcohol poliviniico y povidona, derivados de celulosa tales como metilcelulosa e
hidroxipropilmetilcelulosa, policarbofilo, derivados del petréleo tales como aceite mineral y petrolato blanco, grasas
animales tales como lanolina, polimeros de acido acrilico tales como gel de carboxipolimetileno, grasas vegetales
tales como aceite de cacahuete y polisacaridos tales como dextranos y glicosaminoglicanos tales como hialuronato
de sodio y sales tales como cloruro de sodio y cloruro de potasio.

[0206] La formulacion topica incluye opcionalmente un conservante, tal como cloruro de benzalconio y otros
ingredientes inactivos tales como EDTA. El pH de la formulacion se ajusta agregando cualquier pH fisiolégica y
oftalmolégicamente aceptable, ajuste de acidos, bases o tampones dentro del intervalo de aproximadamente 4,5 a
7,5; preferiblemente de 5 a 7. Los ejemplos de acidos incluyen acido acético, borico, citrico, lactico, fosférico,
clorhidrico y similares, y ejemplos de bases incluyen hidréxido de sodio, fosfato de sodio, borato de sodio, citrato de
sodio, acetato de sodio, lactato de sodio, trometamina, THAM (trishidroximetilamino-metano) y similares. Las sales y
tampones incluyen citrato/dextrosa, bicarbonato de sodio, cloruro de amonio y mezclas de los acidos y bases
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mencionadas anteriormente.

[0207] La presion osmotica de la formulacion topica de bloqueantes ENaC generalmente es de aproximadamente
200 a aproximadamente 400 miliosmolar (mOsM), mas preferiblemente de 260 a 340 mOsM. La presion osmdética se
puede ajustar usando cantidades apropiadas de agentes idnicos o no ionicos fisiolégicos y oftalmolégicamente
aceptables. El cloruro sddico es un agente idnico preferido, y la cantidad de cloruro sédico varia de
aproximadamente 0,01% a aproximadamente 1% (p/v), y preferiblemente de aproximadamente 0,05% a
aproximadamente 0,85% (p/v). Cantidades equivalentes de una o mas sales formadas por cationes tales como
potasio, amonio y similares y aniones tales como cloruro, citrato, ascorbato, borato, fosfato, bicarbonato, sulfato,
tiosulfato, bisulfato, bisulfato de sodio, sulfato de amonio y similares puede usarse ademas o en lugar de cloruro
sodico para lograr la osmolalidad dentro del rango indicado anteriormente. Ademas, los agentes no iénicos tales
como manitol, dextrosa, sorbitol, glucosa y similares también pueden usarse para ajustar la osmolalidad.

[0208] La concentracion de bloqueadores ENaC incluidos en la formulacion tdpica es una cantidad suficiente para
reducir los sintomas del ojo seco y/o mejorar la hidratacion de la pelicula lagrimal. Esta formulacion es
preferiblemente una solucion acuosa de bloqueadores ENaC y esta en el intervalo de 0,0001 a 3%, preferiblemente
de 0,001 a 0,1%, mas preferiblemente de 0,003 a 0,05%, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 0,03% (p/v).
"Acerca de" tal como se usa en la presente memoria, se refiere a + 15% del valor indicado. La formulacion incluye
opcionalmente un conservante, tal como cloruro de benzalconio (0,003% p/v) e ingredientes inactivos: edetato
sodico, agua purificada, cloruro sodico, fosfato soédico monobasico, hidroxido sédico y/o acido clorhidrico para
ajustar el pH a aproximadamente 4-8.

[0209] La dosis tépica diaria para reducir los sintomas del ojo seco y mejorar la composicion de la pelicula lagrimal
se puede dividir entre una o varias administraciones de dosis unitarias. La dosis diaria total para los bloqueadores de
ENaC, por ejemplo, puede variar desde una gota (aproximadamente 50 pl), una a cuatro veces al dia, dependiendo
de la edad y el estado del sujeto. Un régimen preferido para los bloqueadores de ENaC es una gota de solucion al
0,03% (p/v), aproximadamente de una a dos veces al dia.

[0210] Las composiciones farmacéuticas liquidas de bloqueadores ENaC para producir gotas para los ojos se
pueden preparar combinando bloqueadores ENaC con un vehiculo adecuado, tal como agua estéril libre de
pirégenos o solucion salina estéril mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

COMBINACIONES

[0211] Los compuestos de la invencion se pueden formular y/o usar en combinacidon con otros agentes
terapéuticamente activos. Los ejemplos de otros agentes terapéuticamente activos que pueden formularse o usarse
en combinacién con los compuestos de la invenciéon incluyen, pero no se limitan a, osmolitos, agentes
antiinflamatorios, agentes anticolinérgicos, f—agonistas (incluyendo pB.—agonistas selectivos), agonistas del receptor
P2Y,, agonistas delta del receptor activado por proliferador de peroxisoma (PPAR), otros bloqueadores del canal de
sodio epitelial (bloqueadores del receptor ENaC), moduladores del regulador de la transmembrana de la fibrosis
quistica (RTFQ), inhibidores de quinasas, agentes antiinfecciosos, antihistaminicos, antiinflamatorios no antibiéticos
macrolidos matéricos, inhibidores de elastasa y proteasa, y agentes modificadores de moco o mucina, tales como
tensioactivos.

[0212] La presente invencion proporciona de este modo, como otro aspecto, una composicidon que comprende una
cantidad eficaz de un Compuesto de la invencidon y uno o mas agentes terapéuticamente activos seleccionados de
osmolitos, agentes antiinflamatorios, agentes anticolinérgicos, p-agonistas (incluyendo B2-agonistas selectivos),
agonistas del receptor P2Y,, antagonistas delta del PPAR, bloqueadores del receptor ENaC, moduladores del
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ), inhibidores de quinasas, agentes
antiinfecciosos, antihistaminicos, macrélidos antiinflamatorios no antibiéticos, elastasa e inhibidores de proteasa, y
agentes modificadores de moco o mucina, tales como tensioactivos. El uso de los compuestos de la invencion en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticamente activos (particularmente osmolitos) puede reducir la dosis del
Compuesto de la invencion que se requiere para hidratar suficientemente las superficies de la mucosa, reduciendo
asi el potencial de efectos secundarios indeseables atribuibles al bloqueo sistémico de los canales de sodio como,
por ejemplo, en los rifiones.

[0213] Los "osmolitos" de acuerdo con la presente invencidon son moléculas o compuestos que son osméticamente
activos. Las moléculas y compuestos "osmoticamente activos" son impermeables a las membranas (es decir,
esencialmente no absorbibles) en las vias respiratorias o en la superficie del epitelio pulmonar. Los términos
"superficie de la via aérea" y "superficie pulmonar"”, tal como se usan en el presente documento, incluyen superficies
pulmonares de las vias respiratorias tales como bronquios y bronquiolos, superficies alveolares y superficies nasales
y sinusales. Los osmolitos adecuados incluyen osmolitos iénicos (es decir, sales) y osmolitos no iénicos (es decir,
azucares, alcoholes de azlcar y osmolitos organicos). En general, los osmolitos (tanto idnicos como no iénicos)
usados en combinacién con los compuestos de la invencién son preferiblemente osmolitos que no promueven, o de
hecho impiden o retardan el crecimiento bacteriano. Los osmolitos adecuados para uso en la presente invencion
pueden estar en forma racémica o en forma de un enantidmero, diastereédmero, tautémero, polimorfo o
pseudopolimorfismo.
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[0214] Los ejemplos de osmolitos idnicos utiles en la presente invencion incluyen cualquier sal de un anion
farmacéuticamente aceptable y un catidon farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, cualquiera (o ambos) del
anion y el cation son osmoticamente activos y no estan sujetos a un transporte activo rapido, en relaciéon con las
superficies de las vias respiratorias a las que se administran. Tales compuestos incluyen, pero no se limitan a,
aniones y cationes que estan contenidos en sales comercializadas aprobadas por la FDA, véase, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, vol. I, pag. 1457 (192 Ed. 1995), y puede usarse en cualquier
combinacién como se conoce en la técnica.

[0215] Los ejemplos especificos de aniones osmoéticamente activos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin
limitacion, acetato, bencenosulfonato, benzoato, bicarbonato, bitartrato, bromuro, edetato de calcio, camsilato
(canforsulfonato), carbonato, cloruro, citrato, dihidrocloruro, edetato, edisilato (1,2-etanodisulfonato), estolato (sulfato
de laurilo), esilato (1,2-etanodisulfonato), fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato, glicolilariosanilato (p-
glicollamidofenilarsonato), hexilresorcinato, hidrabamina (N,N’-Di(dehidroabietilo)etilendiamina), hidrobromuro,
hidrocloruro, hidroxinafonato, yoduro, isetionato, lactato, lactobionato, malato, maleato, mandelato, mesilato,
metilbromuro, metilnitrato, metilsulfato, mucato, napsilato, nitrato, nitrte, pamoato (embonato), pantotenato, fosfato o
difosfato, poliglacturonato, salicilato, estearato, subacetato, succinato, sulfato, tanato, tartrato, teoclato (8-
cloroteofilinato), triyoduro, bicarbonato, etc. Aniones preferidos incluyen cloruro, sulfato, nitrato, gluconato, yoduro,
bicarbonato, bromuro y fosfato.

[0216] Los ejemplos especificos de cationes osméticamente activos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no se limitan a, cationes organicos tales como benzatina (N,N-dibenciletiiendiamina), cloroprocaina, colina,
dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilo D-glucamina), procaina, D-lisina, L-lisina, D-arginina, L-arginina,
trietilamonio, N-metilo D-glicerol y similares; y cationes metalicos tales como aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio,
sodio, zinc, hierro, amonio y similares. Los cationes organicos preferidos incluyen cationes organicos de 3 carbonos,
4 carbonos, 5 carbonos y 6 carbonos. Los cationes preferidos incluyen sodio, potasio, colina, litio, meglumina, D-
lisina, amonio, magnesio y calcio.

[0217] Los ejemplos especificos de osmolitos i6nicos que pueden usarse en combinacion con un Compuesto de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, cloruro de sodio (particularmente solucion salina hiperténica), cloruro de
potasio, cloruro de colina, yoduro de colina, cloruro de litio, cloruro de meglumina, L-cloruro de lisina, cloruro de D-
lisina, cloruro de amonio, sulfato de potasio, nitrato de potasio, gluconato de potasio, yoduro de potasio, cloruro
férrico, cloruro ferroso, bromuro de potasio, y combinaciones de cualquiera de dos o mas de los anteriores. En una
realizacion, la presente invenciéon proporciona una combinacion de un Compuesto de la invencién y dos sales
osmoticamente activas diferentes. Cuando se usan diferentes sales, uno de los aniones o cationes puede ser el
mismo entre las diferentes sales. La soluciéon salina hiperténica es un osmolito iénico preferido para uso en
combinacién con los compuestos de la invencion.

[0218] Los osmolitos no idnicos incluyen azicares, alcoholes de azlcar y osmolitos organicos. Los azucares y
alcoholes de azucar utiles como osmolitos en la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, azlicares de 3
carbonos (por ejemplo, glicerol, dihidroxiacetona); azucares de 4 carbonos (por ejemplo, ambas formas D y L de
eritrosa, treosa y eritrulosa); azdcares de 5 carbonos (por ejemplo, ambas formas D y L de ribosa, arabinosa, xilosa,
lixosa, psicosa, fructosa, sorbosa y tagatosa); y azdcares de 6 carbonos (p. €j., las formas D y L de altosa, alosa,
glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa y talosa, y las formas D y L de aloheptulosa, alohepulosa,
glucoheptulosa, mano-heptulosa, gulo-heptulosa, ido-heptulosa, galacto-heptulosa, taloheptulosa). Azulcares
adicionales utiles en la practica de la presente invencion incluyen rafinosa, oligosacaridos de serie de rafinosa y
estaquiosa. Ambas formas D y L de la forma reducida de cada azucar/alcohol de azucar son también adecuadas
para la presente invencion. Por ejemplo, la glucosa, cuando se reduce, se convierte en sorbitol; un osmolito dentro
del alcance de la invencion. En consecuencia, el sorbitol y otras formas reducidas de azucar/alcoholes de azucar
(por ejemplo, manitol, dulcitol, arabitol) son osmolitos adecuados para uso en la presente invencién. El manitol es un
osmolito no idnico preferido para uso en combinacién con los compuestos de la invencion.

[0219] "Osmolitos organicos" se usa generalmente para referirse a moléculas que controlan la osmolalidad
intracelular en el rifdn. Véase, por ejemplo, J. S. Handler et al., Comp. Biochem. Physiol, 117, 301 - 306 (1997); M.
Burg, Am. J. Physiol. 268, F983 - F996 (1995). Los osmolitos organicos incluyen, pero no se limitan a, tres clases
principales de compuestos: polioles (alcoholes polihidricos), metilaminas y aminoacidos. Los osmolitos organicos de
poliol adecuados incluyen, pero sin limitacion, inositol, mioinositol y sorbitol. Los osmolitos organicos de metilamina
adecuados incluyen, pero sin limitacion, colina, betaina, carnitina (formas L, D y DL), fosforilcolina, lisofosforilcolina,
glicerofosforilcolina, creatina y fosfato de creatina. Los osmolitos organicos de aminoacidos adecuados incluyen,
pero sin limitacion, las formas D y L de glicina, alanina, glutamina, glutamato, aspartato, prolina y taurina. Osmolitos
organicos adicionales adecuados para su uso en la presente invencion incluyen tihulosa y sarcosina. Se prefieren
los osmolitos organicos de mamifero, siendo los mas preferidos los osmolitos organicos humanos. Sin embargo,
ciertos osmolitos organicos son de origen animal bacteriano, de levadura y marino, y estos compuestos también se
pueden emplear en la presente invencion.

[0220] Los precursores de osmolitos se pueden usar en combinacién con los compuestos de la invencion. Un
"precursor de osmolitos" como se usa en el presente documento se refiere a un Compuesto que se convierte en un
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osmolito mediante una etapa metabodlica, ya sea catabdlica o anabdlica. Los ejemplos de precursores de osmolitos
incluyen, pero no se limitan a, glucosa, polimeros de glucosa, glicerol, colina, fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina y
fosfatos inorganicos, que son precursores de polioles y metilaminas. Los precursores de los osmolitos de
aminoacidos incluyen proteinas, péptidos y poliaminoacidos, que se hidrolizan para producir aminoacidos de
osmolitos y precursores metabdlicos que se pueden convertir en aminoacidos de osmolitos mediante un paso
metabdlico como la transaminacion. Por ejemplo, un precursor del aminoacido glutamina es poli-L-glutamina, y un
precursor del glutamato es acido poli-L-glutamico.

[0221] También pueden emplearse osmolitos modificados quimicamente o precursores de osmolitos. Tales
modificaciones quimicas implican unir el osmolito (o precursor) a un grupo quimico adicional que altera o potencia el
efecto del osmolito o del precursor de osmolito (por ejemplo, inhibe la degradaciéon de la molécula de osmolito).
Tales modificaciones quimicas se han utilizado con farmacos o profarmacos y son conocidos en la técnica. (Véanse,
por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N° 4.479.932 y 4.540.564; Shek, E. y col., J. Med. Chem. 19: 113-
117 (1976); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 67: 1045 - 1050 (1978); Bodor, N. y col., J. Med. Chem. 26: 313 - 318
(1983); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 75: 29-35 (1986).

[0222] Los osmolitos preferidos para uso en combinacion con los compuestos de la invencion incluyen cloruro de
sodio, soluciodn salina hiperténica particular y manitol.

[0223] Para la formulacion de solucion salina hiperténica al 7% y >7%, las formulaciones que contienen aniones de
bicarbonato pueden ser particularmente Utiles, especialmente para trastornos respiratorios con disfuncion del
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ) como FQ o EPOC. Hallazgos recientes
indican que, aunque la relacién relativa de conductancia de conductancia HCO3/Cl- esta entre 0,1 y ,2 para canales
de RTFQ individuales activados con AMPc y ATP, la proporcién en el conducto de sudor puede variar de
practicamente 0 a casi 1,0, dependiendo de condiciones de la timulacion. Es decir, la combinacién de AMPc + GMPc
+ o-cetoglutarato puede producir una conductancia de HCO3; de RTFQ casi igual a la de la conductancia de ClI
(Quiton y col., Physiology, Vol. 22, No. 3, 212-225, junio de 2007). Ademas, las formulaciones de aniones de
bicarbonato que contienen salina hiperténica al 7% y >7% pueden ser particularmente Utiles debido a un mejor
control del pH en el liquido de la superficie de la via aérea. En primer lugar, ha demostrado que la acidificacion de
las vias respiratorias se produce en la FQ (Tate et al. 2002) y que la ausencia de secrecion de bicarbonato
dependiente de RTFQ puede alterar la capacidad para responder a las condiciones de la via aérea asociadas 2003).
En segundo lugar, la adicion de solucion de HS sin bicarbonato a la superficie del pulmén puede diluir ain mas las
concentraciones de bicarbonato y potencialmente reducir el pH o la capacidad de responder a la acidificacion de las
vias respiratorias dentro de la capa liquida de la superficie de las vias respiratorias. Por lo tanto, la adicion de
aniones de bicarbonato a HS puede ayudar a mantener o mejorar el pH de la capa liquida de la superficie de las vias
respiratorias en pacientes con FQ.

[0224] Debido a esta evidencia, la inclusion de anién de bicarbonato en la formulacion de solucion salina hipertonica
al 7% o >7% administrada por el método de esta invencion seria particularmente util. Las formulaciones que
contienen concentraciones de aniones de bicarbonato de hasta 30 a 200 mM son de particular interés para
soluciones de 7% o >7% de HS.

[0225] Se entiende que la solucion salina hipertdnica tiene una concentracion de sal mayor que la de la solucion
salina normal, es decir, mayor que 9 g/L o 0,9% p/v, y la solucién salina hipoténica tiene una concentracion de sal
menor que la de la solucion salina normal. Las soluciones salinas hipoténicas utiles en las formulaciones y métodos
de tratamiento de la presente invencion pueden tener una concentracion de sal de aproximadamente 1% a
aproximadamente 23,4% (p/v). En una realizacion, la solucion salina hipertonica tiene una concentracion de sal de
aproximadamente 60 g/L (6% p/v) a aproximadamente 100 g/L (10% p/v). En otra realizacién, la solucién salina tiene
una concentracion de sal de aproximadamente 70 g/L (7% p/v) a aproximadamente 100 g/L (10% p/v). En
realizaciones adicionales, la solucion salina tiene concentraciones de sal de a) de aproximadamente 0,5 g/L (0,05%
p/v) a aproximadamente 70 g/L (7% p/v); b) de aproximadamente 1 g/L (0,1% p/v) a aproximadamente 60 g/L (6%
p/v); c) de aproximadamente 1 g/L (0,1% p/v) a aproximadamente 50 g/L (5% p/v); d) de aproximadamente 1 g/L
(0,1%) p/v) a aproximadamente 40 g/L (4% p/v); e) de aproximadamente 1 g/L (0,1% p/v) a aproximadamente 30 g/L
(3% p/v); y f) desde aproximadamente 1 g/L (0,1% p/v) hasta aproximadamente 20 g/L (2% p/v).

[0226] Las concentraciones especificas de soluciones salinas utiles en las formulaciones y métodos de tratamiento
de la presente incluyen, independientemente, aquellas que tienen concentraciones de sal de 1 g/L (0,1% p/v), 2 g/L
(0,2% p/v), 3 g/L (0,3% plv), 4 g/L (0,4% plv), 5 g/L (0,5% p/v), 6 g/L (0,6% p/v), 7 g/L (0,7% p/v), 8 g/L (0,8% p/v), 9
g/L (0,9% p/v), 10 g/L (1% p/v), 20 g/L (2% p/v), 30 g/L (3% p/v), 40 g/L (4% p/v), 50 g/L (5% p/v), 60 g/L (6% p/v), 70
g/L (7% plv), 80 g/L (8% p/v), 90 g/L (9% p/v), 100 g/L (10% p/v), 110 g/L (11% p/v), 120 g/L (12% p/v), 130 g/L (13%
p/v), 140 g/L (14% p/iv), y 150 g/L (15% pl/v). Las concentraciones de solucion salina entre cada una de estas
concentraciones/porcentajes listados también se pueden usar, como la solucién salina de 1,7 g/L (0,17% p/v), 28 g/L
(2,8% plv), 35 g/L (3,5% p/v) y 45 g/L (4,5% p/v). Cada uno de los intervalos y concentraciones especificas de
solucion salina se puede usar con las formulaciones, los métodos de tratamiento, los regimenes vy los kits descritos
en este documento.
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[0227] También se describen en la presente memoria osmolitos modificados quimicamente o precursores de
osmolitos. Dichas modificaciones quimicas implican vincular al osmolito (o precursor) un grupo quimico adicional que
altera o potencia el efecto del osmolito o del precursor de osmolito (por ejemplo, inhibe la degradaciéon de la
molécula de osmolito). Tales modificaciones quimicas se han utilizado con farmacos o profarmacos y son conocidos
en la técnica. (Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N°s 4.479.932 y 4.540.564; Shek, E. y col.,
J. Med. Chem. 19:113-117 (1976); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 67:1045 - 1050 (1978); Bodor, N. y col., J. Med.
Chem. 26:313 - 318 (1983); Bodor, N. y col., J. Pharm. Sci. 75:29-35 (1986).

[0228] Los agentes antiinflamatorios adecuados para uso en combinaciéon con los compuestos de la invencion
incluyen corticosteroides y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), particularmente inhibidores de
fosfodiesterasa (PDE). Los ejemplos de corticosteroides para uso en la presente invencion incluyen corticosteroides
orales o inhalados de los mismos. Los ejemplos especificos incluyen, pero sin limitacion, ciclesonida, desisobutirilo-
ciclesonida, budesonida, flunisolida, mometasona y sus ésteres (p. €j., furoato de mometasona), propionato de
fluticasona, furoato de fluticasona, beclometasona, prednisolona de metilo, prednisolona, dexametasona, S-
fluorometiléster de acido 6a,9a-difluoro-17a-[(2-furanilcarbonilo)oxi]-11B-hidroxi-16a-metilo-3-oxo-androsta-1,4-
dieno-17B-carbotioico, éster S-(2-oxo-tetrahidro-furano-3S-ilo) de acido 6a,9a-difluoro-11B-hidroxi-16a-metilo-3-oxo-
17a-propioniloxi-androsta-1,4-dieno-170-carbotioico, ésteres de beclometasona (p.ej, el éster de 17-propionato o el
éster de 17,21-dipropionato, fluorometiléster, aceténido de triamcinolona, rofleponida o cualquier combinaciéon o
subconjunto de los mismos. Los corticosteroides preferidos para formulacion o uso en combinacion con los
compuestos de la invencién se seleccionan entre ciclesonida, desisobutirilo-ciclesonida, budesonida, mometasona,
propionato de fluticasona y furoato de fluticasona, o cualquier combinacién o subconjunto de los mismos.

[0229] Los AINE para uso en la presente invencion incluyen, pero sin limitacién, inhibidores de cromoglicato sédico,
nedocromilo sédico, fosfodiesterasa (PDE) (por ejemplo, teofilina, aminofilina, inhibidores de PDE4, inhibidores
mixtos de PDE3/PDE4 o inhibidores mixtos de PDE4/PDE7), antagonistas de leucotrienos, inhibidores de la sintesis
de leucotrienos (por ejemplo, inhibidores 5 LO y FLAP), inhibidores de sintasa de 6xido nitrico (iNOS), inhibidores de
la proteasa (p. €j., inhibidores de triptasa, inhibidores de elastasa de neutrofilos e inhibidores de metaloproteasas)
antagonistas de integrina 2 y agonistas o antagonistas del receptor de adenosina (por ejemplo, agonistas de
adenosina 2a), antagonistas de citoquinas (por ejemplo, antagonistas de quimioquinas) o inhibidores de la sintesis
de citoquinas (por ejemplo, antagonistas de receptores de prostaglandina D2 (CRTh2)). Los ejemplos de
modificadores de leucotrienos adecuados para la administracion mediante el método de esta invencion incluyen
monteleukast, zileuton y zafirlukast.

[0230] El inhibidor de PDE4, el inhibidor de PDE3/PDE4 mezclado o el inhibidor de PDE4/PDE7 mixto puede ser
cualquier Compuesto que se sabe que inhibe la enzima PDE4 o que se descubre que actia como un inhibidor de
PDE4, y que son inhibidores selectivos de PDE4 (es decir, compuestos que no inhiben apreciablemente a otros
miembros de la familia PDE). Los ejemplos de inhibidores de PDE4 especificos para formulacion y uso en
combinacién con los compuestos de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, roflumilast, pumafentrina,
arofilina, cilomilast, tofimilast, oglemilast, tolafentrina, piclamilast, ibudilast, apremilast, 2-[4]-[6,7-dietoxi-2,3-
bis(hidroximetilo)-1-naftalenilo]-2-piridinilo]-4-(3-piridinilo)-1(2H)-ftalazinona (T2585), N-(3,5-dicloro-4-piridinilo)-1-[(4-
fluorofenilo)metilo]-5-hidroxi-a-oxo-1H-indol-3-acetamida (AWD-12-281, 4-[(2R)-2-[3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenilo]-2-
feniletilo]-piridina (CDP-840), acido 2-[4-[[[[2-(1,3-benzodioxol-5-iloxi)-3-piridinilo]carboniloJamino]metilo]-3-
fluorofenoxi]-(2R)-propanoico  (CP-671305),  N-(4,6-dimetilo-2-pirimidinilo)-4-[4,5,  6,7-tetrahidro-2-(4-metoxi-3-
metilfenilo)-5-(4-metilo-1-piperazinilo)-1H-indol-1-ilo]-bencenosulfonamida, (2E)-2-butenodioato (YM-393059), 9-[(2-
fluorofenilo)metilo]-N-metilo-2-(trifluorometilo)-9H-purina-6-amina  (NCS-613), N-(2,5-dicloro-3-piridinilo)-8-metoxi-5-
quinolinacarboxamida (D-4418), N-[(3R)-9-amino-3,4,6,7-tetrahidro-4-oxo-1-fenilpirrolo [3,2,1-][1,4]benzodiazepina-3-
ilo]-3H-purina-6-amina  (PD-168787), hidrocloruro de  3-[[3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenilo]metilo]-N-etilo-8-(1-
metiletilo)-3H-purina-6-amina (V-11294A), N-(3,5-dicloro-1-oxido-4-piridinilo)-8-metoxi-2-(trifluorometilo)-5-
quinolincarboxamida (ScH351591), 5-[3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenilo]-3-[(3-metilfenilo)metilo]-(3S,5S)-2-
piperidinona (HT-0712), 5-(2-((1R,4R)-4-amino-1-(3-(ciclopenyloxi)-4-metoxifenilo)ciclohexilo)etinilo)-pirimidina-2-
amina, cis-[4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxi-fenilo)ciclohexano-1-ol] y 4-[6,7-dietoxi-2,3-
bis(hidroximetilo)-1-naftalenilo]-1-(2-metoxietilo)-2 (1H)-piridinona (T-440) y cualquier combinacién o subconjunto de
los mismos.

[0231] Los antagonistas de leucotrienos e inhibidores de la sintesis de leucotrienos incluyen zafirlukast, montelukast
sédico, zileuton y pranlukast.

[0232] Los agentes anticolinérgicos para formulacion o uso en combinacion con los compuestos de la invencion
incluyen, pero no se limitan a, antagonistas del receptor muscarinico, que incluyen particularmente pan antagonistas
y antagonistas de los receptores Ms. Los ejemplos de compuestos incluyen los alcaloides de las plantas de
belladona, tales como atropina, escopolamina, homopamina, hiosciamina y las diversas formas que incluyen sales
de los mismos (por ejemplo, sulfato de atropina atropina anhidra, 6xido de atropina o HCI, nitrato de metilatropina,
hidrobromuro de homatropina, bromuro de metilo de homatropina, hidrogenosato de hiosciamina, sulfato de
hiosciamina, hidrobromuro de escopolamina, metiloromuro de escopolamina) o cualquier combinacién o subconjunto
de los mismos.
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[0233] Anticolinérgicos adicionales para la formulacion y el uso en combinacién con la metenlina, propantelina,
metilbromuro de anisotropina o Valpin 50, bromuro de aclidinio, glicopirrolato (Robinul), yoduro de isopropamida,
bromuro de mepenzolato, cloruro de tridihexetilo, metilsulfato de hexociclo, ciclopentolato HCI, tropicamida,
trihexifenidilo CClI, pirenzepina, telenzepina y metoctramina, o cualquier combinacién o subconjunto de los mismos.

[0234] Los anticolinérgicos preferidos para formulacién y uso en combinacion con los compuestos de la invencion
incluyen ipratropio (bromuro), oxitropio (bromuro) y tiotropio (bromuro), o cualquier combinacién o subconjunto de los
mismos.

[0235] Los ejemplos de B-agonistas para formulacidon y uso en combinacion con los compuestos de la invencion
incluyen, pero sin limitacion, salmeterol, R-salmeterol y sales de xinafoato de los mismos, albuterol o R-albuterol
(base libre o sulfato), levalbuterol, salbutamol, formoterol (fumarato), fenoterol, procaterol, pirbuterol, metaprterenol,
terbutalina y sus sales, y cualquier combinacién o subconjunto de los mismos.

[0236] Los agonistas del receptor P2Y» para formulaciéon y uso en combinacion con los compuestos de la invencion
se pueden emplear en una cantidad eficaz para estimular la secrecion de cloruro y agua por las superficies de las
vias respiratorias, particularmente las superficies de las vias respiratorias nasales. Los agonistas del receptor P2Y;
adecuados son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las columnas 9-10 de la Patente de EE.UU
N° 6.264.975, y también en las Patentes de Estados Unidos N° 5.656.256 y 5.292.498.

[0237] Los agonistas P2Y; que se pueden administrar mediante los métodos de esta invencion incluyen agonistas
del receptor P2Y; tales como ATP, UTP, UTP-gamma-S y agonistas del receptor dinucleétido P2Y; (por ejemplo,
denufosol o diquafosol) o una sal farmacéuticamente aceptable. El agonista del receptor P2Y- se incluye tipicamente
en una cantidad efectiva para estimular la secrecion de cloruro y agua por las superficies de las vias respiratorias,
particularmente las superficies de las vias respiratorias nasales. Se describen agonistas del receptor P2Y»
adecuados, pero no se limitan a la Patente de EE.UU. N° 6.264.975, Patente de EE.UU N° 5.656.256, Patente de
EE.UU. 5.292.498, Patente de EE.UU. 6.348.589, Patente de EE.UU. 6.818.629, Patente de EE.UU. 6.977.246,
Patente de EE.UU. 7.223.744, la Patente de EE.UU N° 7.531.525 y la Patente de EE.UU N°. 2009/0306009.

[0238] Las terapias de combinacion y las formulaciones en este documento pueden incluir agonistas de adenosina
2b (A2b), también, que incluyen BAY 60-6583, NECA (N-etilcarboxamidoadenosina), (S)-PHPNECA, LUF-5835 y
LUF-5845. Los agonistas de A2b que se pueden usar estan descritos por Volpini y col., Journal of Medicinal
Chemistry 45 (15): 3271-9 (2002); Volpini y col., Current Pharmaceutical Design 8 (26): 2285 - 98 (2002); Baraldi y
col., Journal of Medicinal Chemistry 47 (6): Cacciari et al., 1434-47 (2004); Mini Reviews en Medicinal Chemistry 5
(12): 1053 - 60 (diciembre de 2005); Baraldi et al., Current Medicinal Chemistry 13 (28): 3467 - 82 (2006); Beukers et
al., Medicinal Research Reviews 26 (5): 667 - 98 (septiembre de 2006); Elzein et al., Bioorganic&Medicinal
Chemistry Letters 16 (2): 302 - 6 (enero de 2006); Carotti, y col., Journal of Medicinal Chemistry 49 (1): 282 - 99
(enero de 2006); Tabrizi et al., Bioorganic&Medicinal Chemistry 16 (5): 2419 - 30 (marzo de 2008); y Stefanachi, et
al., Bioorganic&Medicinal Chemistry 16 (6): 2852- 69 (marzo de 2008).

[0239] Los ejemplos de otros bloqueadores del receptor ENaC para formulaciéon y uso en combinacion con los
compuestos de la invencion incluyen, pero sin limitacion, amilorida y derivados de los mismos, tales como los
compuestos descritos en la Patente de EE.UU N° 6858615 y las Publicaciones PCT N°s W02003/070182,
WO02004/073629, W0O2005/018644, W02006/022935, WO2007/018640, y WO2007/146869, todos de Parion
Sciences, Inc.

[0240] Los blogueantes ENaC de molécula pequefia son capaces de prevenir directamente el transporte de sodio a
través del poro del canal ENaC. El bloqueador de ENaC que puede administrarse en las combinaciones de la
presente invencion incluye, entre otros, analogos de amilorida, benzamilo, fenamilo y amilorida como se ejemplifica
en la Patente de EE.UU. N° 6.858.614, la Patente de EE.UU. N° 6.858.615, la Patente de EE.UU. N° 6.903.105, la
Patente de EE.UU. N° 6.995.160, la Patente de EE.UU. N° 7.026.325, la Patente de EE.UU. N° 7.030.117, la Patente
de EE.UU. N° 7.064.129, la Patente de EE.UU. N° 7.186.833, la Patente de EE.UU. N° 7.189.719, la Patente de
EE.UU. N° 7.192.958, la Patente de EE.UU. N° 7.192.959, |la Patente de EE.UU. N° 7.241.766, la Patente de EE.UU.
N° 7.247.636, la Patente de EE.UU. N° 7.247.637, la Patente de EE.UU. N° 7.317.013, la Patente de EE.UU. N°
7.332.496, la Patente de EE.UU. N° 7.345.044, la Patente de EE.UU. N°7.368.447, la Patente de EE.UU.
N°7.368.450, la Patente de EE.UU. N° 7.368.451, la Patente de EE.UU. N° 7.375.107, la Patente de EE.UU. N°
7.399.766, la Patente de EE.UU. N° 7.410.968, Patente de EE.UU. N° 7.820.678, la Patente de EE.UU. N°
7.842.697, la Patente de EE.UU. N° 7.868.010, la Patente de EE.UU. N° 7.875.619.

[0241] La proteolisis ENaC esta bien descrita para aumentar el transporte de sodio a través de ENaC. Los
inhibidores de la proteasa bloquean la actividad de las proteasas enddgenas de las vias respiratorias, evitando asi la
escision y activacion de ENaC. Las proteasas que escinden ENaC incluyen furina, meprina, matriptasa, tripsina,
proteasas asociadas a canales (CAP) y elastasis de neutrdfilos. Los inhibidores de proteasa que pueden inhibir la
actividad proteolitica de estas proteasas que pueden administrarse en las combinaciones de la presente invencién
incluyen, pero sin limitacion, camostat, prostasina, furina, aprotinina, leupeptina e inhibidores de tripsina.
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[0242] Las combinaciones de la presente invencion pueden incluir uno o mas acidos nucleicos (o acido polinucleico)
adecuados, que incluyen, pero no se limitan a, oligonucledtidos antisentido, ARNip, ARNmi imitador, antagomir,
ribozima, aptamero y acidos nucleicos oligonucledtido sefiuelo. Véase, por ejemplo, la Publicacion de la Solicitud de
Patente de EE.UU N° 20100316628. En general, tales acidos nucleicos pueden tener una longitud de 17 o 19
nucledtidos, hasta 23, 25 o 27 nucledtidos de longitud, o mas. Los ejemplos incluyen, entre otros, los descritos en la
Patente de EE.UU N° 7.517.865 y en las Solicitudes de Patente de EE.UU N° 20100215588; 20100316628;
20110008366; y 20110104255. En general, los ARNip son de 17 o 19 nucledtidos de longitud, hasta 23, 25 o 27
nucleétidos de longitud, o0 mas.

[0243] Los compuestos moduladores de la actividad de RTFQ que se pueden administrar en las combinaciones de
esta invencion incluyen, pero no se limitan a, compuestos descritos en los documentos US 2009/0246137 A1, US
2009/0253736 A1, US 2010/0227888 A1, patente numero 7,645,789, US 2009/0246820 A1, US 2009/0221597 A1,
US 2010/0184739 A1, US 2010/0130547 A1, US 2010/0168094 A1y patente publicada: 7.553.855; US 7.772.259 B2,
US 7.405.233 B2, US 2009/0203752, US 7.499.570.

[0244] Los agentes modificadores de moco o mucina Utiles en las combinaciones y métodos de la presente incluyen
agentes reductores, tensioactivos y detergentes, expectorantes y agentes de desoxirribonucleasa.

[0245] Las proteinas de mucina se organizan en polimeros de alto peso molecular mediante la formacién de enlaces
covalentes (disulfuro) y no covalentes. La interrupcion de los enlaces covalentes con agentes reductores es un
método bien establecido para reducir las propiedades viscoelasticas del moco in vitro y se predice que minimizara la
adhesividad del moco y mejorara el aclaramiento in vivo. Es bien sabido que los agentes reductores disminuyen la
viscosidad del moco in vitro y se usan cominmente como ayuda para procesar muestras de esputo®. Los ejemplos
de agentes reductores incluyen moléculas que contienen sulfuro o fosfinas capaces de reducir enlaces de disulfuros
proteicos que incluyen, pero no se limitan a, cisteina N-acetilo, N-acistelina, carbocisteina, glutation, ditio-treitol,
proteinas que contienen tiorredoxina vy tris (2-carboxietilo) fosfina.

[0246] La cisteina de N-acetilo (NAC) esta aprobada para su uso junto con la fisioterapia toracica para aflojar el
moco viscoso o engrosado de las vias respiratorias {12}. Los estudios clinicos que evaluan los efectos del NAC oral
o inhalado en la FQ y la EPOC han reportado mejorias en las propiedades reoldgicas del moco y tendencias hacia
mejoras en la funcién pulmonar y disminuciones en las exacerbaciones pulmonares®. Sin embargo, la
preponderancia de los datos clinicos sugiere que el NAC es, en el mejor de los casos, un agente terapéutico
marginalmente eficaz para tratar la obstruccion del moco de las vias respiratorias cuando se administra por via oral o
por inhalaciéon. Una revisiéon Cochrane reciente de la literatura clinica existente sobre el uso de NAC no encontré
evidencia para apoyar la eficacia de NAC para CF'°. El beneficio clinico marginal de NAC refleja:

[0247] NAC es un agente reductor relativamente ineficaz que solo es parcialmente activo en la superficie de la via
aérea. Se requieren concentraciones muy altas de NAC (200 mM o 3,26%) para reducir completamente Muc5B, una
mucina de las vias respiratorias principales formadoras de gel, in vitro. Ademas, en el entorno de pH de la superficie
de las vias respiratorias (medido en el rango de pH 6,0 a 7,2 en las vias respiratorias de FQ y EPOC)", el NAC
existe solo parcialmente en su estado reactivo como un tiolato de carga negativa. Por lo tanto, en la clinica, NAC se
administra en concentraciones muy altas. Sin embargo, se predice que los dispositivos de aerosoles actuales no
podran alcanzar concentraciones terapéuticas de incluso una solucion de Mucomyst al 20% en las superficies
distales de las vias respiratorias dentro de los dominios de tiempo relativamente cortos (7,5 - 15 minutos)
tipicamente utilizados.

[0248] En estudios no clinicos, el NAC marcado con '“C, administrado por inhalacion, muestra una eliminacién
rapida de los pulmones con una vida media que oscila entre 6 y 36 minutos'2.

[0249] EI NAC se administra como una solucion de inhalacion hipertdnica altamente concentrada (20% o 1,22 molar)
y se ha informado que causa broncoconstriccion y tos. En muchos casos, se recomienda administrar NAC con un
broncodilatador para mejorar la tolerabilidad de este agente.

[0250] Por lo tanto, los agentes reductores tales como NAC no son muy adecuados para la administracion en bolo
de aerosol. Sin embargo, se prevé que la administracion de agentes reductores mediante infusion de aerosol
pulmonar aumentaria la eficacia, al tiempo que permitiria una disminucion en la concentracion de agente reductor en
la solucion de inhalacion (se prevé que aumentaria la tolerabilidad).

[0251] Los agentes tensioactivos y detergentes son agentes dispersantes que se ha demostrado que disminuyen la
viscoelasticidad del moco, mejorando la capacidad de limpieza del moco. Ejemplos de surfactantes incluyen DPPC,
PF, acido palmitico, palmitoilo-oleoilfosfatidilglicerol, proteinas tensioactivas (por ejemplo, SP-A, B o C), o pueden
ser de origen animal (p. ej., de un lavado de pulmén de vaca o de ternero o extraidos de pulmoén de cerdo picado) o
combinaciones de los mismos. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 7.897.577; 5.876.970;
5.614.216; 5.100.806; y 4.312.860. Los ejemplos de productos tensioactivos incluyen Exosurf, Pumactant, KL-4,
Venticute, Alveofact, Curosurf, Infasurf y Survanta. Los ejemplos de detergentes incluyen, pero no se limitan a,
TweeN-80 vy triton-X 100.
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[0252] Se puede usar cualquier expectorante adecuado, que incluye pero no se limita a guaifenesina (véase, por
ejemplo, la Patente de EE.UU N° 7.345.051). Se puede usar cualquier desoxirribonucleasa adecuada, que incluye
pero no se limita a Dornasa Alfa. (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU N° 7.482.024).

Los ejemplos de inhibidores de quinasas incluyen inhibidores de NFkB, PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), p38-MAP
quinasa y Rho quinasa.

[0253] Los agentes antiinfecciosos para formulacion y uso en combinaciéon con los compuestos de la invencion
incluyen antivirales y antibioticos. Los ejemplos de antivirales adecuados incluyen Tamiflu® y Relenza®. Los
ejemplos de antibidticos adecuados incluyen, pero sin limitacion, aztreonam (arginina o lisina), fosfomicina y
aminoglucosidos, tales como tobramicina, o cualquier combinaciéon o subconjunto de los mismos. Agentes
antiinfecciosos adicionales que se pueden usar en la presente invencion incluyen aminoglucésidos, Dactomicina,
Fluoroquinolonas, Ketdélidos, Carbapenémicos, Cefalosporinas, Eritromicina, Linezolid, Penicilinas, Azitromicina,
Clindamicina, Oxazolidinonas, Tetraciclinas y Vancomicina.

[0254] Ejemplos de antibidticos de carbapenam utiles son impenam, panipenam, meropenam, biapenam, MK-826,
DA-1131, ER-35786, lenapenam, S-4661, CS-834 (profarmaco de R-95867), KR-21056 (profarmaco de KR-21012),
L-084 (profarmaco de LJC 11036) y CXA-101.

[0255] Los antihistaminicos (es decir, antagonistas del receptor H1) para formulacién y uso en combinacion con los
compuestos de la invencion incluyen, pero no se limitan a: etanolaminas tales como difenhidramina HCI,
carbinoxamina maleato, doxilamina, clemastina fumarato, difenilhidramina HCI y dimenhidrinato; etilendiaminas tales
como maleato de pirilamina (metpiramina), tripelenamina HCI, citrato de tripelenamina y antazolina; alquilaminas
tales como feniramina, clorofeniramina, bromofeniramina, dexclorfeniramina, triprolidina y acrivastina; piridinas tales
como metacrilén, piperazinas tales como hidroxizina HCI, pamoato de hidroxizina, ciclizina HCI, ciclizina lactato,
meclizina HCI y cetirizina HCI; piperidinas tales como astemisol, levocabastina HCI, loratadina, descarboetoxi
loratadina, terfenadina y fexofenadina HCI; tri- y tetraciclicos tales como prometazina, clorprometazina, trimeprazina
y azatadina; y azelastina HCI, o cualquier combinacién o subconjunto de los mismos.

[0256] Los ejemplos de otras clases de agentes terapéuticos adecuados para su uso en las combinaciones y
métodos de la presente incluyen antivirales tales como ribavirina, agentes antifungicos tales como anfotericina,
intraconazol y voriconazol, farmacos antirrechazo tales como ciclosporina, tacrolimus y sirolimus, agentes
inmunomoduladores que incluyen esteroides tales como dexametasona, agentes antiinflamatorios que incluyen, pero
no se limitan a, inhibidores de la ciclooxigenasa, inhibidores de citocina, inhibidores de JAK e inhibidores de la
funcién de las células T, broncodilatadores que incluyen pero no se limitan a agentes anticolinérgicos tales como
atrovent, ARNpi, vectores de terapia genética, aptameros, antagonistas del receptor de endotelina, alfa-1-antitripsina
y prostaciclinas.

[0257] Los ejemplos de otras clases de agentes adecuados para su uso en las combinaciones y métodos incluyen
agentes potenciadores de la viscosidad o retencion de agua tales como acido hialurénico o carboximetilcelulosa,
hormonas que incluyen estrégeno o testosterona y otros agentes usados para tratar la enfermedad del ojo seco
incluyendo suero autdlogo y sustitutos de lagrimas.

[0258] En los métodos de tratamiento y usos descritos anteriormente, un Compuesto de la invencién se puede
emplear solo, o en combinacién con uno o mas agentes terapéuticamente activos adicionales. Tipicamente,
cualquier agente terapéuticamente activo que tenga un efecto terapéutico en la enfermedad o afeccion que se trata
con el Compuesto de la invencion se puede utilizar en combinacién con los compuestos de la invencién, con la
condicion de que el agente terapéuticamente activo particular sea compatible con la terapia que emplea un
Compuesto de la invencion. Los agentes terapéuticamente activos tipicos que son adecuados para uso en
combinacién con los compuestos de la invencion incluyen agentes descritos anteriormente.

[0259] En una realizacion preferida, los compuestos de la invencién se usan en combinacién con uno o mas
osmolitos, particularmente solucién salina hiperténica o manitol.

[0260] En otro aspecto, la invencion proporciona compuestos para uso en métodos para el tratamiento y usos como
se describioé anteriormente, que comprenden administrar una cantidad eficaz de un Compuesto de la invencion y al
menos otro agente terapéuticamente activo. Los compuestos de la invencion y al menos un agente terapéuticamente
activo adicional se pueden emplear en combinacién concomitante o secuencialmente en cualquier combinacion
terapéuticamente apropiada. La administracion de un Compuesto de la invenciéon con uno o mas de otros agentes
terapéuticamente activos puede ser por administracion de forma concomitante en 1) una composicion farmacéutica
unitaria, tal como las composiciones descritas anteriormente, o 2) composiciones farmacéuticas separadas, cada
una de las cuales incluye uno o mas de los ingredientes activos componentes. Los componentes de la combinacion
se pueden administrar por separado de manera secuencial, en donde el Compuesto de la invencién se administra
primero y el otro agente terapéuticamente activo se administra en segundo lugar o viceversa.

[0261] En las realizaciones en las que el Compuesto de la invencién se administra en combinacién con uno o mas
osmolitos, la administracion de cada componente es preferiblemente concomitante, y puede estar en una
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composicion unitaria o composiciones separadas. En una realizaciéon, el Compuesto de la invencion y uno o mas
osmolitos se administran de forma concomitante mediante lavado transbrochoscépico. En otra realizacion, el
Compuesto de la invencidon y uno o mas osmolitos se administran de forma concomitante por inhalacion.

[0262] Cuando se usa un Compuesto de la invencidon en combinacion con otro agente terapéuticamente activo, la
dosis de cada Compuesto puede diferir de la que se usa cuando el Compuesto de la invencién se usa solo. Las
dosis apropiadas las determinara facilmente un experto en la técnica. La dosis apropiada del Compuesto de la
invencion, el (los) otro(s) agente(s) terapéuticamente activo(s) y los tiempos de administracion relativos se
seleccionaran para lograr el efecto terapéutico combinado deseado, y estan dentro de la experiencia y discrecion del
médico asistente, clinico o veterinario.

[0263] Los compuestos de formula Il pueden sintetizarse de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica.
Un procedimiento sintético representativo se muestra en el siguiente esquema utilizando la formula | en la que las
variables son como en la formula I1):

O [
NHR
X N |
~ N=(C~—8~—CH;, X
I * HNRR* — 0
/ K
Y N NH

R2

Estos procedimientos se describen, por ejemplo, en E.J. Cragoe, "The Synthesis of Amilorida and its Analogs"
(Capitulo 3) en Amilorida and Its Analogs, pags. 25-36, incorporado aqui como referencia. Otros métodos de
preparacion de los compuestos se describen, por ejemplo, en el documento US 3.313.813, incorporado aqui como
referencia. Véase en particular los Métodos A, B, C y D descritos en el documento US 3.313.813. Métodos
adicionales de preparacion de intermedios usados en la preparacion de compuestos de la presente invencion se
describen en los documentos US 7.064.129, US 6.858.615, US 6.903.105, WO 2004/073629, WO 2007/146869 y
WO 2007/018640.

[0264] Se pueden usar varios ensayos para caracterizar los compuestos de la presente invenciéon. Los ensayos
representativos se discuten a continuacion.

Modelos animales de la enfermedad ocular seca

(1) Medicion in vitro de la actividad de bloqueo del canal de sodio

[0265] Un ensayo utilizado para evaluar el mecanismo de accion y/o potencia de los compuestos de la presente
invencion implica la determinacion de la inhibicién del farmaco lumenal de las corrientes de sodio epiteliales de las
vias respiratorias medidas bajo corriente de cortocircuito (ISC) usando monocapas epiteliales de las vias
respiratorias montadas en camaras Ussing. Este ensayo se describe en detalle en Hirsh, A.J., Zhang, J., Zamurs, A.,
et al. Pharmacological properties of N-(3,5-diamino-6-chloropyrazine-2-carbonyl)-N’-4-[4-(2,3-
dihydroxypropoxy)phenyl]butyl-guanidine methanesulfonate (552-02), a novel epithelial sodium channel block- er with
potential clinical efficacy for CF lung disease. J. Pharmacol. Exp. El r. 2008; 325(1): 77 - 88.

[0266] Las células obtenidas de vias respiratorias humanas, de perro, de oveja o de roedor recién cortadas se
siembran en inserciones Snapwell™ de 0,4 micras porosas (CoStar), se cultivan en condiciones de interfaz aire-
liquido (ALI) en medios definidos hormonalmente y se ensayan para actividad de transporte de sodio (ISC) mientras
que esta bafiado en Krebs Bicarbonate Ringer (KBR) en el uso de camaras. Todas las adiciones de drogas de
prueba son para el bafio lumenal con protocolos de adicion de dosis de medio log (de 1 x 10" M a 3 x 10° M), y se
registra el cambio acumulativo en ISC (inhibiciéon). Todos los farmacos se preparan en dimetilsulféxido como
soluciones madre a una concentracion de 1 x 102 M y se almacenan a -20°C. Ocho preparaciones se realizan
tipicamente en paralelo; dos preparaciones por ejecucion incorporan amilorida y/o benzamilo como controles
positivos. Después de administrar la concentracién maxima (5 x 10 M), el bafio lumenal se intercambia tres veces
con solucion de KBR libre de farmaco fresca, y se mide el Isc resultante después de cada lavado durante
aproximadamente 5 minutos de duracion. La reversibilidad se define como el porcentaje de retorno al valor de
referencia para la corriente de sodio después del tercer lavado. Todos los datos de las abrazaderas de tensiéon se
recopilan a través de una interfaz de computadora y se analizan fuera de linea.

[0267] Las relaciones dosis-efecto para todos los compuestos se consideran y se analizan mediante el programa
Prism 3.0. Los valores de Clsg, las concentraciones efectivas maximas y la reversibilidad se calculan y se comparan
con amilorida y benzamilo como controles positivos. La potencia de la actividad de bloqueo del canal de sodio de los
compuestos representativos con respecto a la amilorida en células recién escindidas de las vias respiratorias
caninas se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Potencia de la actividad bloqueante de los canales de sodio de los compuestos de Férmula II.

Compuesto|Potencia de bloqueo de canal sddico en células caninas (Clso)

Amilorida 781,0
30 33,1

35 13,8
45 2,1
15 4,6

42 24,6
9 3,2
51 6,6

59 41,3
145 7,3
82 4,6

(2) Efectos farmacoldgicos de los compuestos sobre el volumen lagrimal en un modelo animal de la enfermedad del
0jo seco in vivo.

[0268] Los efectos de los compuestos sobre el volumen de lagrimas se evaluaron en un modelo de rata de
enfermedad de ojo seco en donde ratas Sprague Dawley se someten a escision de glandula lagrimal quirtrgica
(Modelo ExLac) para reducir el volumen de lagrima normal. La escision lagrimal reduce el volumen de lagrima
normal en ~ 50% (Tabla 2).

[0269] Se dosificaron los ojos ipsilaterales y contralaterales con 5 pl de solucién de articulo de ensayo. La
produccion de lagrimas se midié usando el hilo de algodén ZoneQuick con colorante rojo de fenol impregnado. El
extremo doblado del hilo se sostuvo en el fondo de saco conjuntival Iteral-ventral durante 10 segundos. La longitud
del desgarro en el hilo se determind midiendo la longitud del hilo que cambia de amarillo a rojo. El uso de un
estereomicroscopio fue Util para la medicion precisa (registrada en milimetros) del cambio de mecha/color. El
volumen de lagrimas se evalu6 antes de la dosis, y 15, 30, 60, 120 y 360 minutos después de la dosis. El cambio en
la hidratacién ocular producido por compuestos representativos en ratas ExLac con relacion a la amilorida se
muestra en la Tabla 2 y en las Figuras 1-16. Como referencia, se muestra el efecto de un vehiculo salino para ratas
ExLac y ratas normales (sin cirugia de escision lagrimal).

Tabla 2: Actividad hidratante ocular de compuestos de Formula Il.

Compuesto|Modelo de rata|6h Hidracion Ocular (AUCq.6)
Vehiculo ExLac 24,2
Amilorida ExLac 30,4

51 ExLac 38,0
75 ExLac 38,2
59 ExLac 39,7
46 ExLac 39,9
116 ExLac 40,9
45 ExLac 42,3
102 ExLac 43,2
145 ExLac 447
133 ExLac 457
20 ExLac 49,0
82 ExLac 49,8
15 ExLac 50,2
9 ExLac 50,2
42 ExLac 52,3
Vehiculo Normal 58,1

(3) Ensayo de microscopia confocal de transporte de congéneres de amilorida

[0270] Practicamente todas las moléculas de tipo amilorida fluorescen en el rango ultravioleta. Esta propiedad de
estas moléculas se puede usar para medir directamente la actualizacion celular usando microscopia confocal. Las
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células corneales se marcaron usando colorante de calceina AM incubando con cérneas durante 45 minutos a 37°C
en medio DMEM. Se colocaron concentraciones equimolares de 2 microlitros de Compuesto 9 o amilorida en la
superficie apical (epitelial) de las corneas de ratéon durante una hora a 37°C. Se obtuvieron imagenes x-y en serie
una hora después de la adicion del farmaco mediante microscopia confocal. Los datos que se muestran en la Figura
16 muestran una imagen x-z de las cérneas formadas a partir del Compuesto de la pila de imagenes x-y. La Figura
16 muestra que la amilorida puede penetrar completamente en la cérnea una hora después de la administracion,
pero el Compuesto 9 permanece asociado con la superficie apical (epitelial).

(4) Metabolismo del medicamento in vitro

[0271] La estabilidad metabdlica de 9 y 15 se evalud en plasma (rata, conejo, perro y ser humano) y hepatocitos
(rata y perro). Los compuestos se afiadieron directamente al plasma o a suspensiones de hepatocitos a una
concentracion final de 2,5 o 10 yM, respectivamente, y se incubaron a 37°C durante hasta seis horas. Se extrajeron
alicuotas en diversos momentos y se apagaron. La cantidad de Compuesto original se cuantific6 mediante analisis
de fluorescencia UPLC. La cantidad de Compuesto original restante se calculd en funcidn del area de pico total en el
momento del muestreo dividido por el area de pico total al inicio. Los resultados presentados en las Tablas 3 y 4
muestran que 9 fue estable hacia la hidrdlisis metabdlica en plasma y hepatocitos entre las especies evaluadas,
mientras que 15 se metabolizd rapidamente tanto en plasma como en hepatocitos. Estos resultados confirman que
el 15 con enlaces amida en la configuracion S que ocurre naturalmente es susceptible a la hidrdlisis enzimatica,
mientras que los enlaces amida en la configuracion R son estables frente a la hidrdlisis.

Tabla 3. Estabilidad del plasma de los compuestos

. |Compuesto |[Compuesto
Matriz 9 15
Rata 87% 10%
Conejo (89% 8,7%
Perro  |103% 18%
Humano|101% 7,6%

Tabla 4. Estabilidad de los hepatocitos de los compuestos

MatriziCompuesto 9/ Compuesto 15/Compuesto 45
Rata |100% 14% 83%
Perro |94% 19% 75%

(5) Ensayos in vitro de metabolismo de compuestos

[0272] Las células epiteliales de las vias respiratorias tienen la capacidad de metabolizar farmacos durante el
proceso de absorcion transepitelial. Ademas, aunque es menos probable, es posible que las drogas se puedan
metabolizar en las superficies epiteliales de las vias aéreas mediante actividades especificas de las enzimas
enzimaticas. Tal vez mas probable como un evento ecto-superficie, los compuestos pueden ser metabolizados por
las secreciones infectadas que ocupan los liumenes de las vias respiratorias de los pacientes con enfermedad
pulmonar, por ejemplo, la fibrosis quistica. Por lo tanto, se realiza una serie de ensayos para caracterizar el
metabolismo del Compuesto que resulta de la interaccion de compuestos de prueba con epitelios de las vias
respiratorias humanas y/o productos lumenales del epitelio de las vias respiratorias humanas.

[0273] En la primera serie de ensayos, la interaccion de los compuestos de prueba en KBR como un estimulante de
"ASL" se aplica a la superficie apical de las células epiteliales de las vias respiratorias humanas cultivadas en el
sistema de insercion de T-Col. Para la mayoria de los compuestos, el metabolismo (generacién de nuevas especies)
se prueba usando cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) para resolver especies quimicas y las
propiedades de fluorescencia endogena de estos compuestos para estimar las cantidades relativas del Compuesto
de prueba y nuevos metabolitos. Para un ensayo tipico, se coloca una solucion de ensayo (25 pl de KBR, que
contiene un Compuesto de prueba 10 pM) sobre la superficie lumenal epitelial. Se obtienen muestras secuenciales
de 5 a 10 pyl de los compartimientos lumenal y seroso para el analisis por CLAR de (1) la masa del Compuesto de
prueba que penetra desde el bafio lumenal a seroso y (2) la formacién potencial de metabolitos del Compuesto
original. En los casos en que las propiedades de fluorescencia de la molécula de prueba no son adecuadas para
tales caracterizaciones, se usan compuestos radiomarcados para estos ensayos. A partir de los datos de CLAR, se
cuantifica la velocidad de desaparicion y/o formacion de nuevos compuestos de metabolitos en la superficie lumenal
y la aparicion del Compuesto de prueba y/o del nuevo metabolito en la solucion basolateral. Los datos que
relacionan la movilidad cromatografica de metabolitos nuevos potenciales con referencia al Compuesto original
también se cuantifican.
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[0274] Para analizar el metabolismo potencial de los compuestos de ensayo por el esputo FQ, se ha recogido una
mezcla "representativa” de esputo FQ expectorado obtenido de 10 pacientes con FQ (bajo la aprobacion del IRB). El
esputo se solubilizé en una mezcla 1:5 de solucién de KBR con agitacion vorticial vigorosa, después de lo cual la
mezcla se dividié en una alicuota de esputo "limpia" y se sometié a una alicuota a ultracentrifugacion para obtener
una alicuota "sobrenadante" (puro = celular; sobrenadante = fase liquida). Los estudios tipicos del metabolismo
Compuesto por esputo FQ implican la adicion de masas conocidas de Compuesto de prueba al esputo FQ "puro" y
alicuotas de "sobrenadante" de esputo FQ incubadas a 37°C, seguido de muestreo secuencial de alicuotas de cada
tipo de esputo para la caracterizacién de estabilidad/metabolismo del Compuesto por analisis de CLAR como se
describié anteriormente. Como anteriormente, se realizan analisis de la desapariciéon del compuesto, tasas de
formacion de nuevos metabolitos y movilidades de CLAR de nuevos metabolitos.

(6) Efectos farmacoldgicos y mecanismo de accién del medicamento en animales

[0275] EI efecto de los compuestos para potenciar el aclaramiento mucociliar (MCC) se puede medir usando un
modelo in vivo descrito por Sabater y col., Journal of Applied Physiology, 1999, pags. 2191-2196.

Métodos

[0276] Preparacion de los animales: las ovejas adultas (que varian en peso de 25 a 35 kg) se inmovilizaron en una
posicion vertical en un arnés corporal especializado adaptado a un carrito de compras modificado. Los animales =
cabezas se inmovilizaron y se indujo anestesia local del conducto nasal con lidocaina al 2%. Los animales fueron
entubados nasalmente con un tubo endotraqueal (TET) de 7,5 mm de diametro interno. El manguito del TET se
coloco justo debajo de las cuerdas vocales y su posicion se verific6 con un broncoscopio flexible. Después de la
intubacion, se permitié que los animales se equilibraran durante aproximadamente 20 minutos antes de iniciar las
medidas de aclaramiento mucociliar.

[0277] Administracion de Radio-aerosol: se generaron aerosoles de *™T-seroalbimina humana (3,1 mg/ml, que
contenian aproximadamente 20 mCi) usando un Nebulizador Raindrop que produce una gota con un diametro
aerodinamico medio de 3,6 um. El nebulizador se conecté a un sistema de dosimetria que consiste en una valvula
de solenoide y una fuente de aire comprimido (20 psi). La salida del nebulizador se dirigid6 a un conector T de
plastico; un extremo del cual estaba conectado al tubo endotraqueal, el otro estaba conectado a un respirador de
piston. El sistema se activé durante un segundo al inicio del ciclo inspiratorio del respirador. El respirador se ajusto a
un volumen corriente de 500 mL, una relacion inspiratoria a espiratoria de 1:1, y a una velocidad de 20 respiraciones
por minuto para maximizar la deposicion de la via aérea central. La oveja respir6 el aerosol radiomarcado por 5
minutos. Se us6 una camara gamma para medir la eliminacion de *™Tc-albumina sérica humana de las vias
respiratorias. La camara se colocé sobre la parte posterior del animal con la oveja en posicion vertical natural
apoyada en un carro para que el campo de la imagen fuera perpendicular a la médula espinal del animal. Se
colocaron marcadores externos radiomarcados en las ovejas para garantizar una alineacion adecuada debajo de la
camara gamma. Todas las imagenes fueron almacenadas en una computadora integrada con la camara gamma. Se
trazd una region de interés sobre la imagen correspondiente al pulmén derecho de la oveja y se registraron los
recuentos. Los recuentos se corrigieron por la descomposicion y se expresaron como el porcentaje de radioactividad
presente en la imagen de referencia inicial. EI pulmoén izquierdo se excluyd del analisis porque sus contornos se
superponen sobre el estbmago y los recuentos pueden tragarse y entrar en el estbmago como moco radiomarcado.

[0278] Protocolo de tratamiento (Evaluacion de la actividad en t-cero): se obtuvo una imagen de deposicion de linea
de base inmediatamente después de la administracién de radio-aerosol. En el tiempo cero, después de la
adquisicion de la imagen de referencia, se aerosolizé el control del vehiculo (agua destilada), el control positivo
(amilorida) o los compuestos experimentales en un volumen de 4 ml usando un nebulizador Pari LC JetPlus para
liberar a los animales. El nebulizador fue impulsado por aire comprimido con un flujo de 8 litros por minuto. El tiempo
para administrar la soluciéon fue de 10 a 12 minutos. Los animales se extubaron inmediatamente después del
suministro de la dosis total a fin de evitar elevaciones falsas en los recuentos causados por la aspiraciéon de exceso
de radiomarcadores del TET. Se obtuvieron imagenes seriales del pulmén a intervalos de 15 minutos durante las
primeras 2 horas después de la dosificacion y cada hora durante las siguientes 6 horas después de la dosificacion
durante un periodo total de observacién de 8 horas. Un periodo de lavado de al menos 7 dias separo las sesiones
de dosificacion con diferentes agentes experimentales.

[0279] Protocolo de tratamiento (Evaluacion de la actividad en t-4 horas): se utilizé la siguiente variacion del
protocolo estandar para evaluar la durabilidad de la respuesta después de una Unica exposiciéon al control del
vehiculo (agua destilada), compuestos de control positivo (amilorida o benzamilo) o agentes de investigacion. En el
tiempo cero, el control del vehiculo (agua destilada), el control positivo (amilorida) o los compuestos en investigacion
se formaron en aerosol a partir de un volumen de 4 ml utilizando un nebulizador Pari LC JetPlus para liberar a los
animales. El nebulizador fue impulsado por aire comprimido con un flujo de 8 litros por minuto. El tiempo para
administrar la solucion fue de 10 a 12 minutos. Los animales se contuvieron en posicién vertical en un arnés corporal
especializado durante 4 horas. Al final del periodo de 4 horas, los animales recibieron una dosis Unica de albumina
de suero ®™Tc en aerosol (3,1 mg/ml, que contenia aproximadamente 20 mCi) de un nebulizador Raindrop. Los
animales fueron extubados inmediatamente después del suministro de la dosis total de radiomarcador. Se obtuvo
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una imagen de deposicién de linea de base inmediatamente después de la administracion de radioaerosol. Se
obtuvieron imagenes seriales del pulmén a intervalos de 15 minutos durante las primeras 2 horas después de la
administracion del radiomarcador (que representa las horas 4 a 6 después de la administracion del farmaco) y cada
hora durante las siguientes 2 horas después de la dosificacion durante un periodo total de observacion de 4 horas.
Un periodo de lavado de al menos 7 dias separd las sesiones de dosificacion con diferentes agentes
experimentales.

[0280] Estadisticas: Los datos se analizaron usando SYSTAT para Windows, version 5. Los datos se analizaron
usando un ANOVA de dos vias repetido (para evaluar los efectos globales), seguido de una prueba t parentada para
identificar diferencias entre pares especificos. Se aceptd la significacion cuando P era menor o igual a 0,05. Los
valores de pendiente (calculados a partir de los datos recopilados durante los 45 minutos iniciales después de la
dosificacién en la evaluacion t-cero) para las curvas medias de MCC se calcularon usando regresion lineal de
minimos cuadrados para evaluar las diferencias en las tasas iniciales durante la fase de aclaramiento rapido.

EJEMPLOS

[0281] Habiendo descrito en general esta invencion, se puede obtener una comprension adicional por referencia a
ciertos ejemplos especificos que se proporcionan en la presente memoria con fines de ilustracion solamente y no se
pretende que sean limitativos a menos que se especifique lo contrario.

Preparacién de bloqueadores de los canales de sodio

[0282] Materiales y métodos. La presente invencién también proporciona procedimientos para preparar los
compuestos de la invencion y los productos intermedios sintéticos Utiles en tales procesos, como se describe en
detalle a continuacion.

[0283] Se usan ciertas abreviaturas y acrénimos para describir los procesos sintéticos y los detalles experimentales.
Aunque la mayoria de estos los entenderia un experto en la técnica, la siguiente tabla contiene una lista de muchas
de estas abreviaturas y acréonimos.

Abreviatura Significacion

AcOH Acido acético

AIBN Azobisisobutirolnitrilo

DIAD Azidocarboxilato de diisopropilo

DIPEA N,N-diisopropiletilamina

DCE dicloroetano

DCM diclorometano

DMF dimetilformamida

Et Etilo

EtOAc o EA acetato de etilo

EtOH Etanol

ESI ionizacion por electrospray

HATU hexafluorofosfato de uronio de 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametilo
CLAR Cromatografia liquida de alta resolucion
iPrOH Alcohol isopropilico

it.olT intratraqueal

Me Metilo

MeOH metanol

m/z o m/e relacién masa a carga

MH* masa mas 1

MH- masa menos 1

MIC concentracion minima inhibitoria

MS o ms espectro de masas

taot.a. temperatura ambiente

R factor de retraso

t-Bu terc-butilo

THF tetrahidrofurano

TLC o tlc cromatografia de capa fina

9] partes por millén campo abajo de tetrametilsilano
Cbz Benciloxicarbonilo, es decir -(CO)O-bencilo
AUC Area debajo de la curva o pico

MTBE Eter de butilo de metilo terciario

tr Tiempo de retencién

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

h Horas
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min Minutos

MHz megahercio

TFA Acido trifluoroacético

uv Ultravioleta

Boc terc-butiloxicarbonilo

DIAD Azodicarboxilato de diisopropilo

AcOH Acido acético

DIPEA N,N-diisopropiletilamina o base de Hunig
PHsP Trifenilfosina

[0284] Los compuestos de Foérmula Il pueden sintetizarse usando técnicas conocidas en la técnica. Un
procedimiento sintético representativo se ilustra en el Esquema 1 a continuacion.

Esquema 1. Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N'-(3,3'-(2-4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-guanidinohexanamida) (9).
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Preparacion de acido (R)-6-(2,3-bis(terc-butoxicarbonilo)guanidino)-2-((tercbutoxicarbonilo) amino) hexanoico (3)

[0285] A una solucion de N-a-Boc-D-lisina (13,0 g, 52,7 mmol) en EtOH (290 mL) se afhadi6 N,N-bis-Boc-1-
guanilpirazol (16,3 g, 52,7 mmol) y trietilamina (10,6 g, 105 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 6 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCI,/MeOH 10:1) para proporcionar una sal de pirazol (25,0 g) como un aceite incoloro. La sal se disolvié en 1 N
NaOH (300 mL) y se neutralizé con 1 N HCI (305 mL). El precipitado resultante se filtré y se seco para proporcionar
el Compuesto 3 (22,0 g, 85%) como un sdlido blanco: "H RMN (400 MHz, CDCls) & 11,48 (br s, 1H), 8,35 (br s, 1H),
5,23 (d, J =7,5Hz, 1 H), 4,23 (br s, 1 H), 3,48-3,25 (m, 2H), 1,96-1,50 (m, 6 H), 1,51 (s, 9 H), 1,49 (s, 9 H), 1,43 (s, 9
H).

Preparacién del Compuesto 5

[0286] Se afadio EEDQ (3,17 g, 12,8 mmol) y NMM (4,90 g, 49,1 mmol) a una solucién del aminoacido 3 (3,00 g,
6,14 mmol) en CH2Cl, (1 00 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego
se afiadié bis-amina 4 (1,73 g, 3,07 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Se
afadié el aminoacido 3 (900 mg, 1,84 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 16 h adicionales. El disolvente
se eliminé y el residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl/EtOAc 10:1, CH,Cl,/MeOH
10:1) para proporcionar la amida 5 (2,30 g, 57%) como un sdlido incoloro: '"H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,38-7,24
(m, 5 H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,09- 3,92 (m, 4H), 3,68 (t, J = 4,8 Hz, 4H),
3,58 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 3,28-3,21 (m, 4H), 3,14-3,07 (m, 2H), 2,89-2,83 (m, 2H) 2,64-2,50 (m, 6H), 2,43 (s, 4H), 2,27
(s, 3H), 1,77-1,65 (m, 6H), 1,64-1,54 (m, 6H), 1,52 (s, 18H), 1,46 (s, 18 H), 1,42 (s, 18 H).

Preparaciéon del Compuesto 6

[0287] Una suspension del Compuesto 5 (2,30 g, 1,64 mmol) y 10% Pd/C (1,50 g) en EtOH (10 mL) se someti6 a
condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtro a través
de Celite y se lavd con EtOH. El filtrado se concentré para proporcionar una amina (2,10 g) en forma de un aceite
incoloro. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna c (gel de silice, 8: 1 de CH,Cly/MeOH)
para proporcionar la amina 6 (1,50 g, 72%) como un aceite incoloro: '"H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,08 (d, J = 8,5
Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,15-3,88 (m, 4H), 3,28-3,21 (m, 8H), 2,84 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 2,78 (t, J = 7,4 Hz,
2H), 2,58 (t, J = 7,2 Hz, 6 H), 1,84- 1,52 (m, 20 H), 1,52 (s, 18 H), 1,46 (s, 18 H), 1,43 (s, 18 H) .

Preparaciéon del Compuesto 8

[0288] A una solucion de amina 6 (9,00 g, 7,12 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimidotioato de metilo (7,43 g, 11,3 mmol) en t-BuOH (90 mL) se afiadié DIPEA (7,36 g, 56,9 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 70°C en un tubo sellado durante 2 h, luego se enfri6é a
temperatura ambiente, y se concentrd al vacio. El residuo se precipité mediante cromatografia en columna (gel de
silice, 10:1 CH,Cl,/MeOH, 5:1:0,1 CHCl3/MeOH/NH4OH) para proporcionar el Compuesto 8 (5,60 g, 53%) como un
solido amarillo: "H RMN (400 MHz, CD3zOD) & 7.10 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,06-3,94 (m, 4H),
3,29-3,20 (m, 6 H), 2,87-2,80 (m, 2H), 2,64-2,53 (m, 6H), 1,78-1,64 (m, 12H), 1,65-1,51 (m, 12H), 1,52 (s, 18H), 1,47
(s, 18H), 1,41 (s, 18H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guandidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-guanidinohexanamida)
Compuesto 9

[0289] A una solucién del Compuesto 8 (5,60 g, 0,81 mmol) en EtOH (20 mL) se afiadié 4 N ac HCI (120 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar la sal de &cido clorhidrico 9 (1,5 g, 45%) como un sdlido higroscdpico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D,0) & 7,22 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,28 (br s, 2H), 3,89 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,60 (br s, 2H), 3,37
- 3,23 (m, 10H), 3,08 (t, J = 7,2 Hz, 4H), 2,59 (br s, 2H), 2,05 - 1,93 (m, 4H), 1,86 - 1,75 (m, 4H), 1,66 (s, 4H), 1,58 -
1,47 (m, 4H), 1,39 - 1,27 (m, 4H).

Esquema 2. Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2S,2'S)-N,N'-(3,3'-(2-4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-guanidinohexanamida) (15).
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Preparacion de acido (S)-6-(2,3-bis(terc-butoxicarbonilo)guanidino)-2-((tertbutoxicarbonilo) amino) hexanoico (11)

[0290] A una solucion de N-a-Boc-L-lisina (1,00 g, 4,06 mmol) 16 en EtOH (30 mL) se anadié N,N-bis-Boc-1-
guanilpirazol (1,36 g, 4,38 mmol) 2 y trietilamina (810 mg, 8,12 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 6 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCl,/MeOH 10:1) para proporcionar una sal de pirazol (1,98 g) como un aceite incoloro. La sal se disolvid en 1 N
NaOH (100 mL) y se neutralizé con 1 N HCI (105 mL). El precipitado resultante se separ6 por filtracion y se seco
para proporcionar el Compuesto 11 (1,50 g, 7 6%) como un sélido blanco: '"H RMN (300 MHz, CDCls) & 11,47 (br's,
1H), 8,37 (brs, 1H), 5,22 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 4,26 (br s, 1H), 3,49-3,29 (m, 2H), 1,98-1,51 (m, 6H), 1,50 (s, 9H), 1,49
(s, 9H), 1,44 (s, 9H).

Preparacién del Compuesto 12

[0291] A una solucién del aminoacido 11 (6,00 g, 12,0 mmol) en CH2Cl» (150 mL) se ahadi6 EEDQ (5,00 g, 20,2
mmol) y NMM (10,0 g, 99,0 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos y
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luego se afadioé bis-amina 4 (3,40 g, 6,00 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 48
h. El disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cly/EtOAc 10:1,
CHCl,/MeOH 10:1) para proporcionar la amida 12 (4,98 g, 58%) como un sdlido incoloro: '"H RMN (300 MHz,
CDs0OD) & 7,33-7,31 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 5,05 (s, 2H), 4,10-4,01 (m, 4H), 3,35-
3,23 (m, 8H), 3,11 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,85 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,44-2,41 (m, 6H), 1,72-1,51 (m, 20 H), 1,51 (s, 18H),
1,46 (s, 18H), 1,43 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 13

[0292] Una suspension del Compuesto 12 (4,95 g, 3,54 mmol) y Pd/C al 10% (2,50 g) en EtOH/AcOH (150 ml/5,0
mL) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y se lavd con EtOH. El filirado se concentrd para proporcionar una sal de acido
(4,80 g) en forma de un aceite incoloro. La sal se neutralizé con Na;CO3 saturado y se purificd por cromatografia en
columna (gel de silice, CH2Clo/MeOH 8:1) para proporcionar la base libre 13 (3,35 g, 75%) en forma de un aceite
incoloro: "H RMN (300 MHz, CDs0D) & 7,08 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,05-4,01 (m, 4H), 3,31-
3,23 (m, 8H), 2,84 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,73 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,61 - 2,55 (m, 6 H), 1,72- 1,52 (m, 20H), 1,51 (s, 18H),
1,46 (s, 18H), 1,43(s), 18H).

Preparacién del Compuesto 14

[0293] A una solucion de amina 13 (3,30 g, 2,61 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimotioato de metilo (7, 1,62 g, 4,18 mmol) en t-BuOH (80 mL) se afiadié DIPEA (2,70 g, 20,8 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 70°C en un tubo sellado durante 2 h, luego se enfrié a
temperatura ambiente, y se concentr6 al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice,
CHClz/MeOH 10:1, CH3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto 14 (1,78 g, 47%) como un solido amarillo: 'H
RMN (300 MHz, CDsOD) 6 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,05-3,99 (m, 4H), 3,31-3,23 (m, 10H),
2,86 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,62- 2,58 (m, 6H), 1,70 - 1,52 (m, 20H), 1,51 (s, 18H), 1,48 (s, 18H), 1,46 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 15

[0294] A una solucién del Compuesto 14 (1,20 g, 0,813 mmol) en EtOH (5 mL) se afiadio 4 N ac HCI (25 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar sal de &cido clorhidrico 15 (356 mg, 40%) como un sdlido higroscopico amarillo: '"H RMN (300 MHz,
D,0) & 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,18 (br s, 2H), 3,79 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,50 (br s, 2H),
3,24-3,20 (m, 10H), 2,98 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,50 (br s, 2H), 1,92-1,87 (m, 4H), 1,74-1,67 (m, 4H), 1,45 (s, 4H), 1,28-
1,21 (m, 4H).

Descripcion general para la preparacion de la sal hidrocloruro de 4-(4-(2-(bis(3-
aminopropilo)amino)etoxi)fenilo)butilcarbamato de bencilo (4)

[0295] Todas las reacciones no acuosas se llevaron a cabo bajo una atmosfera de nitrégeno o argén. Los reactivos
y solventes se usaron tal como se recibieron de los proveedores. Se utilizd agua desionizada (agua desionizada)
para los ensayos y para preparar soluciones diluidas. La cromatografia en capa fina (TLC) se realizé usando placas
de gel de silice de Merck y se visualizé mediante luz UV (254 nm) o tincién apropiada. Los espectros de '"H RMN y
3C RMN se obtuvieron en un espectrometro Bruker AVANCE-400 Ultra Shield a 400 MHz para protén y 100 MHz
para carbono, usando CDCI;, DO o DMSO-ds como disolventes. Los espectros de masas se obtuvieron en un
espectrometro Agilent usando electronebulizacion o ionizaciéon quimica a presion atmosférica (AP-CI).

Paso 1. Preparacion de 5

[0296] Una solucion agitada de [4-(4-hidroxifenilo)butiloJcarbamato de bencilo (17, 500 g, 1670 mmol, 1,0 equiv),
carbamato de (2-hidroxietilo) de terc-butilo (18, 350,0 g, 2.170 mmol, 1,3 equiv), y PPH3 (568,0 g, 2.170 mmol, 1,3
equiv, AVRA) en THF (7.500 mL, 15 vol, lote Finar) se cargd con DIAD (438,0 g, 2.170 mmol, 1,3 equiv, AVRA) gota
a gota en 0°C durante 30 min, y se agité a temperatura ambiente durante 16 h. El progreso de la reaccion se
controlé por analisis de TLC (7:3 de hexanos: EtOAc), que confirmé la presencia de =10% de Compuesto 17. 18 (81
g, 503 mmol, 0,3 equiv), PPH3 (132 g, 503 mmol, 0,3 equiv), y DIAD (102 g, 503 mmol, 0,3 equivalentes) a <10°C y
la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 h. Habiendo confirmado el consumo completo del Compuesto
17, el disolvente se evapor6 al vacio para proporcionar 19 en bruto (2,50 kg, bruto), que se us6 tal como se produjo
en la siguiente etapa.

Paso 2. Preparacion de 20
[0297] Una solucion agitada de 19 (2.500 g) y HCI en dioxano (10.000 mL, Durga) se agit6 a temperatura ambiente

durante 3-4 h. El progreso de la reaccion se controlé mediante TLC (30% de EtOAc: hexanos). Una vez completada
la reaccion, el disolvente se evaporo a vacio a 1/3 de volumen. El sélido resultante se tritur6 con MTBE (5.000 mL,
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Savla Chemicals) y el precipitado se filtré y se secd al vacio para proporcionar 20 (370,0 g, 58%) como un sélido
blanco.

Paso 3. Preparacion de 22
Preparacién de 20 Base libre

[0298] Se disolvid el Compuesto 20 (140,0 g) en agua desionizada (1500 mL) y se ajusté el pH a =9 utilizando
Na,COs3 solido (Finar Reagents). La capa acuosa se extrajo con CH2Cl> (3 x 500 mL, lote MSN). Las capas
organicas combinadas se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se evaporaron al vacio para proporcionar la base libre de
20 [75 g, 60%].

Aminacion reductiva

[0299] Se cargd una solucion agitada de 20 base libre [75 g, 219 mmol, 1,0 equiv] y 21 (95,0 g, 549 mmol, 2,5 equiv)
en CH,Clz (1.500 mL, MSN) con CH3COOH (13,0 g, 219 mmol), 1,0 equiv, SD Fine-Chem) y se agité durante 30
minutos a temperatura ambiente, luego se enfrio a 0-5°C. Se afiadié Na (OAc) 3BH (140,0 g, 660 mmol, lote Aldrich)
en porciones durante 30 minutos, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 h. El progreso de la
reaccion se controldé por TLC (9,5: 0,5 CH2Cl,: MeOH, 2 ciclos). Una vez completada la reaccion, la mezcla de
reaccion se inactivd con una solucion acuosa de 1 N NaOH, ajustando el pH a =9. Las capas se separaron y la capa
acuosa se extrajo con CHyCl; (2 x 500 mL, MSN). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (13 x 300
mL), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se evaporaron al vacio para proporcionar crudo 22 (160,0 g) en forma de
un liquido de color verde claro. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, malla 100-
200, 4,9: 0,1, CH.Cl,: MeOH como eluyente, 2 purificaciones) para dar 22 puro [61 g, 42%] como un liquido amarillo
palido.

Paso 4. Preparacion de 4

[0300] Se agité una mezcla de 22 [130,0 g, 198 mmol] y HCI en IPA (=20%, 650 mL, Durga Industries) durante 3 h.
El progreso de la reaccion se controlé mediante TLC (9,5: 0,5, CH2Cl,: MeOH). Después de completar la reaccion, el
disolvente se evaporé a 1/3 de volumen y se afadi6 MTBE (650 mL, Savla Chemicals). Se precipitdé un sélido
espeso; el solvente fue decantado La mezcla se intercambié en disolvente con tolueno (2 x 500 mL) y MTBE (2 x
1.000 mL, Savla Chemicals) y se seco al vacio. El sélido pegajoso resultante se agité en MTBE (1.000 mL) durante 1
h, el disolvente se decantd y el producto se seco al vacio para proporcionar 4 (94,0 g, 84%, AMRI) como un sélido
blanquecino altamente higroscopico.

Paso 5. Preparacion de 18

[0301] Una solucion agitada de 2-aminoetanol (200,0 g, 3.274,3 mmol, 1,0 equiv) y TEA (497,0 g, 4.911,4 mmol, 1,5
equiv) en CH.Cl, (2.400 mL, 12 vol, MSN) fue cargada con (Boc),O (856,0 g, 3.926,1 mmol, 1,2 equiv., Globe
Chemie) a 0 - 5°C, y se agit6 a temperatura ambiente durante 2 h, controlando el progreso de la reacciéon mediante
TLC (9:1, CH2Cl: MeOH). Después del consumo completo de 2-aminoetanol, se afiadié agua DI (2.500 mL) y la
mezcla se agité durante 10 minutos. Las dos capas se separaron y la capa organica se lavé con 0,2 N HCI (3.000
mL) y agua DI (1.000 mL), se secd sobre Na SO, anhidro, y se evapor6 al vacio para proporcionar 18 (482 g, 91%)
como un liquido verde palido.

Paso 6. Preparacion de 23

[0302] Una solucién agitada de 3-aminopropanol (250 g, 3.334 mmol, 1,0 equiv, Alfa Aesar) y TEA (505 g, 5.000
mmol, 1,5 equiv, AVRA) en CH,Cl, (3.000 mL, 12 vol, MSN 1) se cargd con (Boc),O (872 g, 4.000 mmol, 1,2 equiv,
lote Globe Chemie) a 0-5°C, y se agitd a temperatura ambiente durante 2 h, controlando el progreso de la reaccion
por TLC (9:1, CH2Cl,: MeOH). Después de completar la reaccion, se afiadié agua (3.000 mL) y la mezcla se agitd
durante 10 minutos. Las capas se separaron y la capa organica se lavo con 0,2 N HCI (3.000 mL) y agua DI (1.000
mL), se seco sobre Na>SO4 anhidro y se evapord a vacio para proporcionar Boc-aminopropanol 23 (588 g, 100%)
como un liquido verde palido.

Paso 7. Preparacion de 21

[0303] Una solucion agitada de 23 (100,0 g, 571 mmol, 1,0 equiv) en DMSO (600 mL, 6 vol, Finar) se cargd con IBX
(243 g, 868 mmol, 1,5 equiv, Quiver Technologies) en porciones durante 30 min. a temperatura ambiente, y se agité
durante 5 h. El progreso de la reaccion se controlé por TLC (9:1 CH2Cl,: MeOH). Después de completar la reaccion,
la mezcla se diluyé con agua DI (4.000 mL). El sélido se filtré y se lavé con agua DI (1.000 mL). El filtrado se extrajo
con acetato de etilo (2 x 1.000 m, MSN). Las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCO3 saturado (1.300
mL) y agua DI (1.000 mL), se secaron sobre Na;SO, anhidro y se evaporaron a vacio para proporcionar 21 (71 g,
70%) como un liquido amairillo.
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Esquema 4.
Preparaciéon de la sal de hidrocloruro de (2S,2'S)-N,N'-(3,3-(2-4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2,6-diaminohexanamida)-  Compuesto
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Preparacién del Compuesto 25

[0304] Se cargd una solucion del aminoacido 24 (1,80 g, 3,94 mmol) en THF (50 mL) con DEPBT (1,23 g, 4,14
mmol) y DIPEA (1,27 g, 9,85 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y se
afiadio bis-amina 4 (900 mg, 1,97 mmol). La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 16 h y 40°C
durante 8 h. El disolvente se elimin6 y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (gel de silice,
CH.CI,/EtOAc 5:1) para proporcionar la amida 3 (1,63 g, mezcla con el Compuesto 25 como un soélido amarillo, que
se uso directamente en la siguiente etapa.

Preparacién del Compuesto 26

[0305] Una solucién del Compuesto 25 (100 mg, mezcla) en EtOH (3,0 mL) se cargd con piperidina (1,0 mL). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se
precipité en hexanos, se lavo con 1 N NaOH y formé un azeotropo con MeOH para proporcionar el Compuesto 26
(40,0 mg, 36% en 2 etapas) como un sélido blanco: "H RMN (300 MHz, CD;0D) & 7,32-7,27 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,1
Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,04 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,34-3,19 (m, 5H), 3,11 (t, J = 6,9 Hz, 2H),
3,04-2,98 (m, 5H), 2,85 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,62-2,52 (m, 6H), 1,75-1,28 (m, 20H), 1,42 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 27

[0306] Se cargd una solucion del Compuesto 26 (300 mg, 0,329 mmol) en MeOH (10 mL) y agua (5,0 mL) con
NaHCO3; (56,0 mg, 0,666 mmol) y BoC20 (56,0 mg, 0,394 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h a
temperatura ambiente. Después de eliminar el disolvente, el residuo se lavé con agua y se destilé azeotrépicamente
con MeOH para proporcionar el Compuesto 27 (303 mg, 83%) en forma de un aceite incoloro: '"H RMN (300 MHz,
CDs0D) & 7,33-7,29 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,04 (t, J = 5,1 Hz, 2H),
3,94-3,93 (br s, 2H), 3,37-3,22 (m, 4H), 3,14-3,11 (m, 2H), 3,09-2,98 (m, 4H), 2,90-2,86 (m, 2H), 2,61-2,52 (m, 6H),
1,69-1,29 (m, 20H), 1,42 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 28

[0307] Una suspension del Compuesto 27 (300 mg, 0,269 mmol) y 10% Pd/C (150 mg) en EtOH (4,0 mL) y AcOH
(0,5 mL) se sometid a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filir6 a través de Celite y se lavéo con EtOH. El filtrado se concentré y se lavdo con MTBE para
proporcionar el Compuesto 28 (285 mg, 96%) en forma de un aceite incoloro: '"H RMN (300 MHz, CDs0D) & 7,12 (d,
J = 8,4 Hz, 2H), 6,87 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,12 (br s, 2H), 3,93 (br s, 2H), 3,40-3,30 (m, 4H), 3,07-2,91 (m, 8H), 2,78-
2,61 (m, 6H), 1,93 (s, 6H), 1,77-1,42 (m, 20H), 1,42 (s, 36H).

Preparacién del Compuesto 29

[0308] Una solucion del Compuesto 28 (280 mg, 0,213 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilcarbamimidotioato de metilo (7, 132 mg, 0,339 mmol) en EtOH (5,0 mL) se cargdé con DIPEA
(220 mg, 1,70 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calentd a 70°C durante 2 h, se enfrio a
temperatura ambiente, y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CH2Cl,/MeOH 10:1, CHCI3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto 29 (189 mg, 63%) como un sélido
amarillo: '"H RMN (400 MHz, CD3;OD) & 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,03 (t, J = 5,6 Hz, 2H),
3,95 (br s, 2H), 3,34-3,29 (m, 6H), 3,00 (t, J = 6,8 Hz, 4H), 2,84 (br s, 2H), 2,61 - 2,56 (m, 6H), 1,70 - 1,42 (m, 20H),
1,42 (s, 36H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guandino)butilo)fenoxi)etilazanodiilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2,6-diaminohexanamida) (Compuesto 30)

[0309] Se cargd una solucion del Compuesto 29 (188 mg, 0,157 mmol) en EtOH (2,0 mL) con 4 N ac HCI (6,0 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré al vacio y el residuo se recristalizé en EtOH/H,O y se liofilizd para proporcionar sal de acido
hidroclorhidrico 30 (140 mg, 87%) como un soélido higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D-0O) § 7,22 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,28 (br s, 2H), 3,90 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,61 (br s, 2H), 3,36 -3,23 (m, 10H), 2,94 (t,
J=7,6 Hz, 4H), 2,59 (br s, 2H), 1,98-1,87 (m, 4H), 1,85-1,82 (m, 4H), 1,66-1,62 (m, 8H), 1,40 - 1,38 (m, 4H).

Esquema 5. Preparacion de (S,R,R,R,2S,2'S)-N,N'-(3,3'-(2-4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-

carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(6-amino-2-((2S,3R 4R ,5R)-2,3,4,5,6-
pentahidroxihexilamino)hexanamida)-35
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Preparacién del Compuesto 32

[0310] Se cargd una solucion del Compuesto 26 (180 mg, 0,197 mmol) en MeOH (5,0 mL) con el Compuesto 31
(132 mg, 0,493 mmol) y AcOH (60 mg, 0,985 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante
20 min y se afiadié6 NaCNBHj3 (57,3 mg, 0,788 mmol). Después de que la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante 16 h, el disolvente se eliminé al vacio. El residuo se lavé con Na,COj; saturado, se destilo
azeotropicamente con MeOH y se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, CH;Cl./MeOH 10:1,
CHCI3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para proporcionar el Compuesto 32 (183 mg, mezcla) como un aceite incoloro, que se
uso directamente en el siguiente paso.

Preparacién del Compuesto 33

[0311] Una suspension del Compuesto 32 (180 mg, 0,127 mmol) y Pd/C al 10% (100 mg) en EtOH (5,0 mL) y AcOH
(1,0 mL) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 36 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filtr6 a través de Celite y se vertio con EtOH. El filtrado se concentrd y se lavéo con MTBE para
proporcionar el Compuesto 33 (129 mg, 46% en 2 etapas) en forma de un aceite incoloro: '"H RMN (300 MHz,
CDsOD) & 7,47-7,45 (m, 4H), 7,33-7,31 (m, 6H), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,53 (s, 2H), 4,24-
4,21 (m, 2H), 4,07-3,86 (m, 6H), 3,74-3,53 (m, 4H), 3,34-2,53 (m, 16H), 1,90-1,30 (m, 20H), 1,42 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 34

[0312] Una solucion del Compuesto 33 (127 mg, 0,0834 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilcarbamamidotioato de metilo (7, 59 mg, 0,150 mmol) en EtOH (5,0 mL) se cargé con DIPEA
(108 mg, 0,839 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 70°C durante 2 h, se enfrié a
temperatura ambiente, y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCl>/MeOH 10:1, 8:2:0,2 CHCl3/MeOH/NH4+OH) para proporcionar el Compuesto 34 (81 mg, 65%) como un sélido
amarillo: '"H RMN (300 MHz, CD;0D) & 7,43-7,40 (m, 4H), 7,31-7,30 (m, 6H), 7,10 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,83 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 5,47 (s, 2H), 4,23-4,20 (m, 2H), 3,99-3,87 (m, 8H), 3,68-3,53 (m, 4H), 3,34- 3,35 (m, 4H), 3,05 - 2,95 (m,
10H), 2,81 - 2,51 (m, 10H), 1,66 - 1,32 (m, 20H), 1,42 (s, 36 H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,R,R,R,2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6)-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(6-amino-2-((2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahidroxihexilamino)hexanamida)-(Compuesto 35)

[0313] Se cargd una solucién del Compuesto 34 (80,0 mg, 0,0535 mmol) en EtOH (1,0 mL) con 4 N ac HCI (3,0 mL)
a temperatura ambiente y la mezcla de reaccién se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentr6 a vacio y el residuo se purifico mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizé para
proporcionar sal de acido clorhidrico 35 (39,0 mg, 55%) como un sélido higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D,0) 6 7,23 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,29 (br s, 2H), 4,08-4,03 (m, 2H), 3,90 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
3,76-3,59 (m, 12H), 3,38-3,18 (m, 12H), 3,10-2,93 (m, 6H), 2,60 (br s, 2H), 2,10-1,91 (m, 8H), 1,67-1,64 (m, 8H),
1,40-1,36 (m, 4H). El HRMS se precipitd para C4gHgsCIN14O14 [M + H]*, 1119,6287; encontrado 1119,6316. Analisis
elemental: % calculado C 43,07, H 7,00, N 14,65; encontrado C 38,78, H 7,09, N 13,03.

Esquema 6. Preparacion de sal de hidrocloruro de (S,R,R,R,2S,2'S)-N,N'-(3,3'-(2-4-(4-(3-(3,5-diamino-6-

cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(6-guanidino-2-
((2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxihexilamino)hexanamida)-Compuesto 42
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Preparacién del Compuesto 36

[0314] Una solucion del Compuesto 25 (2,19 g, 1,61 mmol) en EtOH (50 mL) se cargd con 4 N HCI en dioxano (10
mL) y la mezcla de reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentré para
proporcionar la sal de acido clorhidrico 36 (1,88 g, 92%) como un aceite bajo en aceite: '"H RMN (300 MHz, CDs0D)
87,78-7,75 (m, 4H), 7,62-7,60 (m, 4H), 7,39-7,25 (m, 13H), 6,96 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,04 (s,
2H), 4,37-4,15 (m, 12H), 3,73-3,06 (m, 8H), 2,99-2,81 (m, 6H), 2,50-2,46 (m, 2H), 1,94-1,17 (m, 20H).

Preparacién del Compuesto 37

[0315] Se cargd una solucion del Compuesto 36 (1,86 g, 1,46 mmol) en EtOH (80 mL) con reactivo de Goodmann
(1.26 g, 3,23 mmol) y TEA (1,18 g, 11,6 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 0°C durante 2 h y a temperatura
ambiente durante 3 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se purifico por cromatografia en columna (gel de
silice, CH2Cl,/MeOH 20:1) para dar el Compuesto 37 (1,54 g, 64%) como semisolido blanco: 'H RMN (300 MHz,
CDs;OD) 6 7,78 -7,75 (m, 4H), 7,59-7,57 (m, 4H), 7,37-7,23 (m, 13H), 6,97 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,73 (d, J = 8,1 Hz,
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2H), 5,04 (s, 2H), 4,36 - 3,95 (m, 12H), 3,30 - 3,06 (m, 10H), 2,58 - 2,46 (m, 6H), 1,66 - 1,28 (m, 20H), 1,43 (s, 36 H).
Preparacién del Compuesto 38

[0316] Se cargd una solucion del Compuesto 37 (1,63 g, 0,99 mmol) en EtOH (24 mL) con piperidina (8,0 mL). La
mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 16 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se
precipité en MTBE/hexanos para proporcionar el Compuesto 38 (1,01 g, 85%) como un sdlido blanquecino: '"H RMN
(300 MHz, CD50D) 6 7,33-7,32 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,02 (br s,
2H), 3,59-2,99 (m, 12H), 2,85 (br s, 2H), 2,62-2,54 (m, 6H), 1,71-1,28 (m, 20H), 1,43 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 39

[0317] Una solucién del Compuesto 38 (120 mg, 0,100 mmol) en MeOH (5,0 mL) se cargd con el Compuesto 31 (67
mg, 0,250 mmol), AcOH (30 mg, 0,500 mmol) y NaCNBH3 (29 mg, 0,400 mmol). Después de que la mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 h, el disolvente se eliminé al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, CH>Clo/MeOH 20:1, 10:1:0,1 CHCI3/MeOH/NH4OH) para proporcionar el
Compuesto 39 (101 mg, 61%) como semiesolido blanco: 'H RMN (300 MHz, CD3;OD) & 7,47-7,44 (m, 4H), 7,32-7,30
(m, 11H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,48 (d. s, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,23-4,20 (m, 2H), 4,01-3,85
(m, 8H), 3,71-3,58 (m, 6H), 3,29-3,07 (m, 10H), 2,85-2,53 (m, 12H), 1,71-1,50 (m, 20H), 1,47 (s, 18H), 1,4 g (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 40

[0318] Una suspension del Compuesto 39 (518 mg, 0, 304 mmol) y 10% Pd/C (250 mg) en EtOH (15 mL) y AcOH (3,
0 mL) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 36 horas a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filtro a través de Celite y se lavé con EtOH. El filtrado se concentrd, se neutralizé con 1 N Na;COs y se
purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, CH,Clo/MeOH 10:1, CHCIl3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para
proporcionar el Compuesto 40 (283 mg, 54%) como un lido incoloro: 'H RMN (300 MHz, CDsOD) & 7,47-7,45 (m,
4H), 7,31-7,29 (m, 6H), 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,49 (s, 2H), 4,25-4,20 (m, 2H), 4,03-3,89
(m, 8H), 3,71-3,58 (m, 6H), 3,29-3,07 (m, 10H), 2,85 -2,53 (m, 12H), 1,95 (s, 12H), 1,64-1,19 (m, 56H).

Preparacién del Compuesto 41

[0319] Una solucion del Compuesto 40 (283 mg, 0,156 mmol) y 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamamidotioato de metilo sal del acido yodhidrico (7, 98 mg, 0,250 mmol) en t-BuOH (10 mL) se cargd
con DIPEA (161 mg, 1,25 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calenté a 70°C durante 2 h, se
enfrid a temperatura ambiente, y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de
silice, 10: 1 de CH.CIl,/MeOH, 8:1:0,1 de CHCl3/MeOH/NH4OH) para dar el Compuesto 41 (130 mg, 41 MHz,
CDs0OD) & 7,45-7,44 (m, 4H), 7,32-7,30 (m, 6H), 7,09 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,47 (s, 2H), 4,23-
4,20 (m, 2H), 4,00-3,85 (m, 8H), 3,68-3,58 (m, 6H), 3,29-3,07 (m, 10H), 2,81-2,53 (m, 12H), 1,69-1,13 (m, 20H), 1,50
(s, 18H), 1,45 (s, 18H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de ((S, R, R, R, 2S, 2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino)-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(6-guanidino-2-((2S,3R,4R,5R)-2,  3,4,5,6-
pentahidroxihexilamino)hexanamida)-Compuesto 42

[0320] Una solucion del Compuesto 41 (152 mg, 0,0853 mmol) en CHCl, (6,0 mL) se cargd con TFA (2,0 mL) y la
mezcla de reaccion se agitdé durante 2 h a temperatura ambiente. Después de eliminar el disolvente, se cargé 4 N
HCI (5,0 mL) en el residuo y la mezcla de reacciéon se agité durante 4 h a temperatura ambiente. Después de
eliminar el disolvente, el residuo se purifico por CLAR preparativa y se liofilizé para proporcionar una sal de acido
clorhidrico 42 (39 mg, 38%) como un solido higroscdpico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D,0) & 7,21 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,28 (br s, 2H), 4,08-4,04 (m, 2H), 3,90 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,77-3,59 (m, 12H), 3,30-
3,06 (m, 18H), 2,59 (br s, 2H), 2,03-2,01 (m, 4H), 1,87-1,85 (m, 4H), 1,66 (br s, 4H), 1,54-1,51 (m, 4H), 1,35-1,31 (m,
4H). HRMS calculado para CsoHg2CIN18O14 [M + H]*, 1203,6723; encontrado 1203,6818.

Esquema 7. Preparacion de la sal de  hidrocloruro de  3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-(bis(3-
aminopropilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto 45
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Preparacién del Compuesto 43

[0321] Una suspensién del Compuesto 22 (7,00 g, 10,7 mmol) y 10% Pd/C (3,00 g) en EtOH/AcOH (70 ml/2,0 mL)
se sometid a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
filtré a través de Celite y se lavo con EtOH. El filirado se concentré a vacio para proporcionar la sal acética 43 (7,00
g, bruto) como un solido blanquecino. El producto bruto se us6 directamente en el siguiente paso. '"H RMN (400
MHz, CDCls) 7,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,81 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,09 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,16 - 3,10 (m, 4H), 3,01 (t, J
= 5,2 Hz, 2H), 2,89 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,73 (t, J = 6,8 Hz, 4H), 2,56 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,75 - 1,63 (m, 8H), 1,67 -
1,65 (m, 6H), 1,42 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 44

[0322] Una solucién de sal de amina 43 (7,00 g, en bruto) y sal de acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimidotioato de metilo (7, 5,41 g, 14,4 mmol) en EtOH (70 mL) se cargd con DIPEA (14,0 g, 108 mmol)
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 70°C en un tubo sellado durante 2 h, se enfrié a
temperatura ambiente y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCI3/CH3OH/NH4OH 80:18:2) para proporcionar guanidina 44 (3,00 g, 38% en 2 etapas) como un sélido amarillo:
'"H RMN (400 MHz, CDs0OD) 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,02 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,08 (t, J = 6,8
Hz, 4H), 2,83 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,61 - 2,55 (m, 6H), 1,68 - 1,63 (m, 8 H), 1,40 (s, 18H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de 3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-(bis(3-
aminopropilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto 45

[0323] Se cargo 4 N HCI en agua (20,0 mL) y etanol (10,0 mL) con el Compuesto 44 (1,80 g, 2,45 mmol) y la mezcla
de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 5 h. El disolvente se elimind y la mezcla se purificd por
columna de fase inversa para dar el Compuesto 45 (1,30 g, 78%) como un sélido amarillo: '"H RMN (400 MHz, D20)
7,20 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,30 (t, J = 4,4 Hz, 2H), 3,66 (t, J = 4,4 Hz, 2H), 3,37 (t, J = 8,0 Hz,
4H), 3,25 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,05 (t, J = 8,0 Hz, 4H), 2,57 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 2,19-2,11 (m, 4H), 1,63 (br s, 4H) .

[0324] Preparacion de 3,5-diamino-N-(N-(4-(4-((R)-11-amino-17-(3-((R)-2-amino-6-guanidinohexanamido)propilo)-5-
imino-3,12-dioxo-2-oxa-4,6,13,17-tetraazanonadecano-19-iloxi)fenilo)butilo)carbimimidoilo)-6-cloropirazina-2-

carboxamida-Compuesto 46 se aislé como un subproducto de la preparacién del Compuesto 9. '"H RMN (300 MHz,
D;0) 67,26 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,40 (br s, 2H), 3,88-3,85 (m, 2H), 3,79 (br s, 2H), 3,34-3,33
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(m, 10H), 3,15 (s, 3H), 3,12 (t, J = 6,6 Hz, 4H), 2,63 (br s, 2H), 2,06 - 2,04 (m, 4H), 1,83-1,78 (m, 4H), 1,69 (br s, 4H),
1,57 - 1,50 (m, 4H), 1,38 - 1,33 (m, 4 H).

0
HoN ﬁ\/\/\@)L
T )
NH NH, 46

Esquema 8. La preparacion de la sal de hidrocloruro de (S)-3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-((3-(2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilo)(3-aminopropilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-
carboxamida-Compuesto 51
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Preparacién del Compuesto 47

[0325] Se cargd una solucién de aminoacido 11 (750 mg, 1,53 mmol) en CH,Cl, (30 mL) con EEDQ (890 mg, 2,97
mmol), bis-amina 4 (1,73 g, 3,06 mmol) y NMM (2,40 g)., 23,7 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 0°C durante
6 h y a temperatura ambiente durante 24 h. Se afiadieron el aminoacido adicional 11 (750 mg, 1,53 mmol) y EEDQ
(890 mg, 2,97 mmol) y la mezcla resultante se agitoé a temperatura ambiente durante 24 h. El disolvente se elimin6 y
el residuo se purific6 por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl,/MeOH 10:1) para proporcionar el
Compuesto 47 (620 mg, mezcla con el Compuesto 11) como un sélido amarillo, que se us6 directamente en la
siguiente etapa.

Preparacién del Compuesto 48

[0326] Se cargd una solucion del Compuesto 47 (850 mg, mezcla con el Compuesto 11) en THF (6,0 mL), MeOH
(6,0 mL) y agua (2,0 mL) con NaHCO3 (462 mg, 5,52 mmol) y BoC,0 (250 mg, 1,14 mmol). La mezcla de reaccion
se agitd durante 6 h a temperatura ambiente. Después de eliminar el disolvente, el residuo se repartié entre CH.Cl,
(20 mL) y agua (20 mL). La capa acuosa se separd y se extrajo con CH,Cl, (20 mL). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre Na;SOs, se concentraron y purificaron por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCl,/MeOH 10:1) para proporcionar el Compuesto 48 (460 mg, 11% en 2 etapas) como solucion blanca : '"H RMN
(300 MHz, CDs0OD) 6 7,33-7,32 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,06 (t, J =
5,7 Hz, 2H), 3,95 (br s, 1H), 3,34-3,23 (m, 4H), 3,14-3,07 (m, 4H), 2,92 (br s, 2H), 2,66-2,52 (m, 6H), 1,86 - 1,54 (m,
14H), 1,51 (s, 9 H), 1,46 (s, 9 H), 1,42 (s, 9 H), 1,40 (s, 9 H).

Preparacién del Compuesto 49

[0327] Una suspension del Compuesto 48 (460 mg, 0,448 mmol) y Pd/C al 10% (230 mg) en EtOH (15 mL) se
sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 3 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré
a través de Celite y se lavé con EtOH. El filtrado se concentrd y se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, CH2Cl,/MeOH 10:1) para dar el Compuesto 49 (342 mg, 86%) como un solido blanco: 'H RMN (300 MHz,
CDs0D) 6 7,09 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 4,03 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,95 (br s, 1H), 3,34-3,24 (m,
4H), 3,08 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 2,88-2,84 (m, 4H), 2,59-2,52 (m, 6H), 1,64-1,57 (m, 14H), 1,52 (s, 9H), 1,46 (s, 9H),
1,43 (s, 9 H), 1,41 (s, 9 H).

Preparacién del Compuesto 50

[0328] Una solucion de amina 49 (342 mg, 0,383 mmol) y sal del acido yodhidrico 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimotioato de metilo (7, 238 mg, 0,611 mmol) en t-BuOH (15 mL) se cargd con DIPEA (392 mg, 3,04
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calenté a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificdé por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1
CHCl,/MeOH, 5:1:0,1 CHCls/Me-OH/NH,OH) para dar el Compuesto 50 (236 mg, 56%) como un sélido amarillo: 'H
RMN (300 MHz, CD30D) 6 7,09 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 4,03 (d, J = 5,1 Hz, 2H), 3,95 (br s, 1H),
3,31-3,25 (m, 6H), 3,08 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 2,60-2,56 (m, 6H), 1,67-1,54 (m, 14H), 1,51 (s,
9H), 1,46 (s, 9H), 1,42 (s, 9H), 1,40 (s, 9H).

Preparacion de la sal de acido clorhidrico de  (S)-3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-((3-(2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilo)(3-aminopropilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-
carboxamida-Compuesto 51:

[0329] Se cargd una solucion del Compuesto 50 (235 mg, 0,212 mmol) en EtOH (1,5 mL) con 4 N ac HCI (5,0 mL) a
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temperatura ambiente, y la mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar la sal de acido clorhidrico 51 (145 mg, 76%) como un solido higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D»0) 6 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,29 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,88 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,63 (t, J =
4,4 Hz, 2H), 3,35-3,28 (m, 8H), 3,09-3,03 (m, 2H), 2,59 (br s, 2H), 2,17-2,12 (m, 2H), 2,03-1,97 (m, 2H), 1,83-1,79
(m, 2H), 1,66 (br s, 4H), 1,53-1,49 (m, 2H), 1,34-1,32 (m, 2H). HRMS calculado para C31Hs4CIN14O3 [M + H]*,
705,4186; encontrado 705,4216.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guandino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2,6-
diaminohexanamido)hexanamida)

[0330]
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Preparacién del Compuesto 54

[0331] Una solucién de aminoacido 52 (2,00 g, 5,77 mmol) en CH,Cl» (40 mL) se cargé con EEDQ (2,07 g, 6,92
mmol), Compuesto 53 (1,71 g, 5,77 mmol) y NMM (1,74 g, 17,3 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 16 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, 10:1 de CH2Cl2/EtOAc, 10:1 de H>Cl,/MeOH) para dar el Compuesto 54 (2,80 g, 82%) como un aceite
incoloro: "H RMN (300 MHz, CD30D) & 4,08-4,04 (m, 1H), 3,96-3,94 (m, 1H), 3,70 (s, 3 H), 3,21-3,15 (m, 2H), 3,02
(t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,73-1,47 (m, 12H), 1,46 (s, 27H).

Preparacién del Compuesto 55

[0332] Se cargd una solucion del Compuesto 54 (24,8 g, 42,0 mmol) en THF (200 mL), MeOH (200 mL) y H,O (60
mL) con NaOH (16,8 g, 420 mmol). La mezcla de reacciéon se agitdé a temperatura ambiente durante 3 h. El
disolvente se elimind y se cargé agua (300 mL) en el residuo. Después de ajustar el pH a 5 con 1 N HCI, el sdélido
resultante se separo por filtracion y se secd para proporcionar el Compuesto 55 (22,5 g, 93%) como un soélido
naranja: '"H RMN (400 MHz, CD30D) & 4,06-4,02 (m), 1H), 3,96-3,94 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,21-3,18 (m, 1H), 3,02 (,
J =6,8 Hz, 2H), 1,80-1,53 (m, 12H), 1,43 (s, 27H).

Preparaciéon del Compuesto 56:

[0332] Una solucién de aminoacido 55 (2,54 g, 4,41 mmol) en CH,Cl» (80 mL) se cargé con EEDQ (1,58 g, 5,28
mmol), Compuesto 4 (1,25 g, 2,20 mmol) y NMM (3,55 g), 35,2 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 16 h. El disolvente se eliminé y el residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice,
10:1 de CH,CI/EtOAc, CH2Cl2/MeOH 10:1) para proporcionar el Compuesto 56 (2,40 g, 75% MHz, CDs0OD) & 7,32-
7,28 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,04- 3,95 (m, 6H), 3,24-2,99 (m, 14H),
2,87 (brs, 2H), 2,63-2,52 (m, 6H), 1,72-1,42 (m, 32H), 1,47 (s, 54H).

Preparacién del Compuesto 57

[0334] Una suspensién del Compuesto 56 (2,40 g, 1,52 mmol) y 10% Pd/C (1,20 g) en EtOH (50 mL) y AcOH (2,0
mL) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se filtr6 a través de Celite y se lavé con EtOH. El filtrado se concentro y se lavd con MTBE para proporcionar el
Compuesto 57 (2,13 g, 90%) como un aceite incoloro: 'H RMN (300 MHz, CDs0D) & 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,90
(d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,19 (s, 2H), 3,94-3,85 (m, 4H), 3,34-2,92 (m, 20H), 2,62 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,95 (s, 6H)), 1,90-
1,50 (m, 32H), 1,47 (s, 54 H).

Preparacién del Compuesto 58

[0335] Una solucidon de amina 37 (2,12 g, 1,36 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimidotioato de metilo (7, 638 mg, 1,63 mmol) en EtOH (80 mL) se cargd con DIPEA (1,41 g, 10,8
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH
10:1, CHCl3s/MeOH/CH4OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto %8 (1,21 g, 54%) como un solido amarillo: '"H RMN (400
MHz, CDsOD) & 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,13 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,94-3,85 (m, 4H), 3,34-
3,10 (m, 10H), 3,01 (t, J) = 6,8 Hz, 4H), 2,89 (br s, 2H), 2,62 (t, J = 6,4 Hz, 6H), 1,92-1,47 (m, 32H), 1,43 (s, 54H).

Preparacion del Compuesto 59-La sal de hidrocloruro de (S,2S,2'S)-N,N’-(3,3-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etiloazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2,6-
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diaminohexanamido)hexanamida)

[0336] Se cargd una solucion del Compuesto 58 (360 mg, 0,218 mmol) en EtOH (2,0 mL) con 4 N ac HCI (6,0 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio y el residuo se purifico mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizé para
proporcionar sal de &cido clorhidrico 59 (117 mg, 41%) como un sdlido higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D,0) & 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,28 (br s, 2H), 3,90-3,86 (m, 4H), 3,60 (br s, 2H), 3,37-3,15
(m, 14H), 2,60 (br s, 2H), 2,00 - 1.96 (m, 4H), 1,85 - 1,79 (m, 8H), 1,68 - 1,64 (m, 8H), 1,49 - 1,32 (m, 12H). HRMS
calculado para C4sHssCIN1sOs [M + H]*, 1047,6817; encontrado 1047,6831.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,S,2S,2’S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-((S)-2,6-
diaminohexano-amido)hexanamido)hexanamida)

[0337]
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Preparacién del Compuesto 60

[0338] Se cargd una solucion del aminoacido 55 (12,0 g, 20,8 mmol) en CH2Cl» (300 mL) con EEDQ (7,40 g, 25,0
mmol), Compuesto 33 (6,20 g, 20,8 mmol) y NMM (6,30 g, 62,4 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 16 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, CH2Clo/EtOAc 10:1, CH2Clo/MeOH 10:1) para dar el Compuesto 40 (13,1 g, 77%) como un aceite
amarillo: "H RMN (300 MHz, CDs0D) & 4,08 (br s, 1H), 3,94 (br s, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,21-3,15 (m, 4H), 3,02 (t, J =
6,6 Hz, 2H), 1,70 -1,47 (m, 18H), 1,43 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 61

[0339] Se cargd una solucion del Compuesto 60 (13,0 g, 15,9 mmol) en THF (100 mL), MeOH (100 mL) y H2O (35
mL) con NaOH (3,20 g, 80,0 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 4 h. El
disolvente se elimind y se cargé agua (300 mL) en el residuo. Después de ajustar el pH a 5 con 1 N HCI, el sdélido
resultante se separo por filtracion y se secd para proporcionar el Compuesto 61 (12,1 g, 95%) como un soélido
naranja: '"H RMN (300 MHz, CD;0D) & 4,03 (br s, 1H), 3,94 (br s, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,29-3,14 (m, 4H), 3,02 (t, J = 6,6
Hz, 2H), 1,70-1,47 (m, 18H), 1,43 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 62

[0340] Una solucién de aminoacido 61 (500 mg, 0,622 mmol) en CH,Cl, (15 mL) se cargd con EEDQ (223 mg, 0,746
mmol), Compuesto 4 (176 mg, 0,311 mmol) y NMM (502 mg, 4.97 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante 16 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, CH2CI2/EtOAc 10:1, CH2Clo/MeOH 10:1) para dar el Compuesto 62 (290 mg, 46%) como un aceite
incoloro: 'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,33-7,29 (m, 5H), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s,
2H), 4,32 (br s, 2H), 3,94-3,84 (m, 6H), 3,57 (br s, 2H), 3,32-3,00 (m, 22H), 2,57 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,70-1,47 (m,
44H), 1,47 (s, 72 H).

Preparacién del Compuesto 63

[0341] Una suspensién del Compuesto 62 (2,20 g, 1,08 mmol) y 10% Pd/C (1,10 g) en EtOH (50 mL) se sometio a
condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtro a través
de Celite y se lavd con EtOH. El filtrado se concentr6 para proporcionar el Compuesto 63 (1,87 g, 91%) como un
solido blanco: "H RMN (300 MHz, CDs0OD) & 7,16 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,93 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,30 (s, 2H), 3,91-3,83
(m, 6H), 3,52 (s, 2H), 3,17 - 2,94 (m, 22H), 2,62 (s, 2H), 1,98 - 1,47 (m, 44H), 1,47 (s, 72H).
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Preparacién del Compuesto 64

[0342] Una solucion de amina 43 (1,86 g, 0,980 mmol) y una sal de acido dhidroico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimidotioato de metilo (7, 455 mg, 1,17 mmol) en EtOH (20 mL) se cargd con DIPEA (1,01 g, 7,78
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificdé por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1
CHClx/MeOH, 5:1:0,1 CHCls/Me-OH/NH4OH) para dar el Compuesto 64 (1,26 g, 61%) como un solido amarillo: 'H
RMN (300 MHz, CDsOD) & 7,11 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,05-3,95 (br s, 8H), 3,34-3,07 (m, 14H),
3,02 (t, J = 6,6 Hz, 4H), 2,85 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,62-2,57 (m, 6H), 1,69-1,47 (m, 44 H), 1,43 (s, 72 H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,S,2S,2’S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-((S)-2,6-
diaminohexanamido)hexanamido)hexanamida)-Compuesto 65

[0343] Se cargd una solucion del Compuesto 64 (1,25 g, 0,661 mmol) en EtOH (5,0 mL) con 4 N ac HCI (15 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio, y el residuo se purificd por cromatografia en columna inversa y se liofilizé para proporcionar
sal de acido clorhidrico 65 (681 mg, 62%) como un solido higroscdpico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D;0) & 7,22 (d,
J =8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,28 (br s, 2H), 3,91-3,87 (m, 6H), 3,60 (br s, 2H), 3,37-3,17 (m, 18H), 2,97 -
2,93 (m, 4H), 2,59 (br s, 2H), 2,01 - 1,96 (m, 4H), 1,84- 1,79 (m, 12H), 1,68 - 1,64 (m, 8H), 1,52- 1,32 (m, 20H).
HRMS calculado para CgoH112CIN22,0g [M + H]*, 1303,8717; encontrado 1303,8708.

10. Preparacion de la sal de hidrocloruro de N,N-((7S,19S)-7,19-diamino-13-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina)-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilo)-1,25-diimino-8,18-dioxo-2,9,13,17,24-pentaazapentacosano-
1,25-diilo)dibenzamida

[0344]
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Preparacién del Compuesto 68

[0345] Se cargd una solucion del Compuesto 66 (300 mg, 2,05 mmol) y DIPEA (2,10 g, 16,4 mmol) en CH.CI. (6,0
mL) con el Compuesto 67 (316 mg, 2,25 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24
h. Se ahadié agua (20 mL) y la capa acuosa se extrajo con CH.Cl; (20 mL). Los extractos organicos combinados se
secaron sobre Na;SO., se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH
10:1) para proporcionar el Compuesto 68 (340 mg, 78%) como un sélido blanco: '"H RMN (300 MHz, CDCls) § 10,0
(br s, 1H), 8,64 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 8,30 (dd, J = 0,9, 8,1 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 0,9 Hz, 1H), 7,53-7,45 (m, 3 H), 6,48
(dd, J =1,8,2,7 Hz, 1 H).

Preparaciéon del Compuesto 70

[0346] Se cargd una solucion del Compuesto 69 (200 mg, 0,813 mm ol) en MeOH (8,0 mL) con el Compuesto 68
(174 mg, 0,813 mmol) y DIPEA (419 mg, 3,25 mmol). La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 16 h. Se cargdé adicional 68 (35 mg, 0,162 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 5 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
10:1 de CH,Cly/MeOH) para dar el Compuesto 70 (246 mg, 78%) como un solido blanco: 'H RMN (300 MHz,
CDs0OD) 6 8.00 -7,98 (m, 2H), 7,65-7,53 (m, 3H), 4,03 (br s, 1H), 3,34-3,29 (m, 2H), 1,85-1,49 (m, 6H), 1,42 (s, 9H).

Preparacién del Compuesto 72

[0347] Se cargd una solucion de aminoacido 70 (200 mg, 0,509 mmol) en CHxCl; (5, 0 mL) con EEDQ (305 mg, 1,02
mmol) y el Compuesto 71 (116 mg, 0, 255 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante
30 h. Se cargaron adicional 70 (40 mg, 0,118 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd6 a temperatura ambiente
durante 6 h. El disolvente se eliminé y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, 10:1
de CH,Cl,/MeOH) para dar el Compuesto 72 (197 mg, 64%) como un aceite incoloro: "H RMN (400 MHz, CDs0D) &
8,04 (brs, 4H), 7,45 - 7,28 (m, 11H), 7,05 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,04 - 3,98 (m,
4H), 3,24-3,23 (m, 8H), 3,09 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,92 (br s, 2H), 2,65 (br s, 4H), 2,52 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,72-1,46 (m,
20H), 1,41 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 73

[0348] Se sometid una suspension del Compuesto 72 (195 mg, 0,162 mmol) y Pd/C al 10% (100 mg) en EtOH (5,0
mL) a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a
través de celite y se precipité en MTBE/hexanos. El filtrado se concentré para proporcionar el Compuesto 73 (149
mg, 86%) como un solido blanco: '"H RMN (400 MHz, CDs0D) & 8,05 (br s, 4H), 7,45-7,34 (m, 6H), 7,08 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,00-3,98 (m, 4H), 3,34-3,23 (m, 8H), 2,81-2,79 (m, 4H), 2,55 (br s, 6H), 1,64-1,42
(m, 20H), 1,41 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 74
[0349] Una solucion de amina 73 (145 mg, 0,135 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimidotioato de metilo (7,64 mg, 0,162 mmol) en EtOH (3,0 ml) se cargé con DIPEA (88 mg, 0,675

mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH
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10:1, CHCl3/MeOH/NH,OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto 74 (104 mg, 60%) como un sélido amarillo: '"H RMN (400
MHz, CD3s0OD) & 8,05 (br s, 4H), 7,42-7,33 (m, 6H), 7,08 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,00-3,98 (m,
4H), 3,34-3,23 (m, 10H), 2,80-2,79 (m, 2H), 2,58-2,53 (m, 6H), 1,68-1,61 (m, 20H), 1,41 (s, 18H).

La preparacion de la sal de hidrocloruro de N,N’-((7S, 19S)-7,19-diamino-13-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-
2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilo)-1,25-diimino-8,18-dioxo-2,9,13,17,24-pentaazapentacosano-1,25-
diilo)dibenzamida-Compuesto 75

[0350] Se cargd una solucion del Compuesto 74 (1,02 g, 0,794 mmol) en EtOH (20 mL) con 4 N ac HCI (20 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar sal de &cido clorhidrico 75 (511 mg, 52%) como un sélido higroscopico amarillo: '"H RMN (300 MHz,
D»0) & 7,73 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7,55 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,55 (t, J = 7,5 Hz, 4H), 7,13 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,82 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 4,13 (br s, 2H), 3,85 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,47 (br s, 2H), 3,23-3,19 (m, 14H), 2,49 (br s, 2H), 1,91 - 1,75
(m, 8 H), 1,58 - 1,52 (m, 8 H), 1,37 - 1,32 (m, 4H). HRMS calculado para Cs;H7sCIN1gOs [M + H]*, 1083,5878;
encontrado 1083,5884.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2S,2’S,2”S,2™S)-N,N',N",N"-(3,3',3",3""-(3,3’-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(azanetriilo)tetrakis(propano-
3,1-diilo))tetrakis(2-amino-6-guanidinohexanamida)-Compuesto 82

[0351]
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Preparacién del Compuesto 77

[0352] Se cargd una solucion del Compuesto 4 (100 mg, 0,219 mmol) en MeOH (4,0 mL) con el Compuesto 76 (227
mg, 1,37 mmol), NaCNBH3 (128 mg, 1,76 mmol) y AcOH (132 mg, 2,20). mmol). La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 16 h. Se afiadieron el Compuesto 76 adicional (151 mg, 0,876 mmol), NaCNBH3; (79,8
mg, 1,170 mmol) y AcOH (79 mg, 1,31 mmol), y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 h. El
disolvente se retir6 y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH>Cl,/MeOH 20:1) para
proporcionar el Compuesto 77 (63 mg, 27%) como un aceite incoloro: 'H RMN (300 MHz, CD3zOD) & 7,32-7,31 (m,
5H), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,10 (d, J = 4,5 Hz, 2H), 3,34-3,11 (m, 22H), 2,95
(brs, 2H), 2,78-2,75 (m, 4H), 2,57 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 1,98-1,83 (m, 10H), 1,60-1,49 (m, 6H), 1,43 (s, 36 H).

Preparacién del Compuesto 78

[0353] Se cargd una soluciéon del Compuesto 77 (502 mg, 0, 463 mmol) en EtOH (5,0 mL) con 4 N ac HCI (5, 0 mL)
a temperatura ambiente y la mezcla de reaccién se agité durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentrd al vacio y el residuo se precipité en MTBE para proporcionar el Compuesto 78 (374 mg, 86%) como un
aceite incoloro: '"H RMN (400 MHz, CD30D) & 7,34-7,29 (m, 5H), 7,13 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,00 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
5,06 (s, 2H), 4,45 (br s, 2H), 3,81-3,48 (m, 20H), 3,13-3,10 (m, 10H), 2,59-2,43 (m, 5H), 2,26 (br s, 7H), 1,64-1,44 (m,
4H).

Preparacion del Compuesto 79

[0354] Se cargd una solucion del aminoacido 11 (104 mg, 0,213 mmol) en CH.ClI, (5,0 mL) con EEDQ (127 mg,
0,426 mmol), Compuesto 78 (50,0 mg, 0,0530 mmol) y NMM (108 mg, 1,06 mmol). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 4 dias. El disolvente se elimind y el residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna (gel de silice, CH2Clo/MeOH 10:1, CHCIl3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto 79 (52 mg, 38%)
como un aceite incoloro. 'H RMN (300 MHz, CDs0D) & 7,32-7,29 (m, 5H), 7,11 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 7,8
Hz, 2H), 5,06 (s, 2H), 4,14-3,96 (m, 6H), 3,30 - 2,80 (m, 22H), 2,67 - 2,45 (m, 16 H), 1,90 - 1,20 (m, 148 H).
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Preparacién del Compuesto 80

[0355] Una suspension del Compuesto 79 (320 mg, 0,124 mmol) y 10% Pd/C (160 mg) en EtOH (10 mL) y AcOH
(1,0 mL) se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 16 h en temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y se lavo con EtOH. El filtrado se concentrd y precipité en MTBE/hexanos para
proporcionar el Compuesto 80 (285 mg, 87%) como un aceite incoloro: '"H RMN (300 MHz, CDs0D) 6 7,14 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,89 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,11 - 3,79 (m, 6H), 3,35 - 2,66 (m, 38H), 1,90 - 1,20 (m, 148H).

Preparacién del Compuesto 81

[0356] Una solucion de amina 80 (280 mg, 0,104 mmol) y sal de acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamidioato de metilo (7, 49,0 mg, 0,125 mmol) en t-BuOH (10 mL) se cargé con DIPEA (103 mg, 0,795
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente, y se concentrd al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH
10:1, CHCl3/MeOH/NH,OH 5:1:0,1) para producir el Compuesto 81 (112 mg, 40%) como un solido amarillo: "H RMN
(300 MHz, CDsOD) & 7,11 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,03 (br s, 6H), 3,30-3,07 (m, 20H), 2,88 (br s,
2H), 2,60-2,48 (m, 16H), 1,65-1,23 (m, 148H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2S,2’S,2”S,2™S)-N,N',N",N"-(3,3',3",3""-(3,3’-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(azanetriilo)tetrakis(propano-
3,1-diilo))tetrakis(2-amino-6-guanidinohexanamida)-Compuesto 82

[0357] Se cargd una solucion del Compuesto 81 (15,0 mg, 0,00567 mmol) en EtOH (2,0 mL) con 4 N ac HCI (2,0
mL) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se concentro al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizo
para proporcionar la sal de acido clorhidrico 82 (3,95 mg, 37%) como un soélido higroscopico amarillo: "H RMN (400
MHz, D,O) 6 7,24 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,96 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,34 (br s, 2H), 3,93 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 3,64 (br s,
2H), 3,38-3,11 (m, 34 H), 2,60 (br s, 2H), 2,21-2,17 (m, 4H), 2,02-1,79 (m, 16H), 1,66-1,54 (m, 12H), 1,41-1,28 (m,
8H). HRMS calculado para CesH124CIN3oOs [M + H]*, 1444,0003; encontrado 1444,0054.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de 3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-((3-((R)-2-amino-6-
guanidinohexanamido)propanol)(3-((S)-2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto
90

[0358]
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Preparacién del Compuesto 85

[0359] Una solucion de amina 83 (1,19 g, 3,47 mmol) y Compuesto 84 (1,90 g, 3,49 mmol) en MeOH (60 mL) se
cargé con NaCNBH3; (510 mg, 7,00 mmol) y AcOH (630 mg, 10,5 mmol) La mezcla de reaccidon se agité a
temperatura ambiente durante 16 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se lavd con 1 N Na;COs3 (100 mL),
se disolviéo en CH,Cl, (200 mL) y se lavé con agua (100 mL) y salmuera (100 mL). La capa organica se evapor6 a
sequedad y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl,/MeOH 20:1) para proporcionar
el Compuesto 85 (1,58 g, 52%) como un aceite incoloro: "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,27 (br's, 1H), 7,83 (br s,
1H), 7,38-7,26 (m, 5H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,77 (br s, 1H), 5,76 (br s, 3H), 4,99 (s, 2H),
3,94 (br s, 2H), 3,83 (br s, 1H)), 3,27-3,22 (m, 2H), 3,16-2,98 (m, 4H), 2,83 (br s, 2H), 1,55-1,48 (m, 5H), 1,46 (s,
11H), 1,38 (s, 10H), 1,36 (s, 10H).

Preparacién del Compuesto 87

[0360] Una solucion del Compuesto 85 (1,18 g, 1,36 mmol) y Compuesto 86 (1,10 g, 2,03 mmol) en MeOH (20 mL)
se cargé con NaCNBH3; (297 mg, 4,08 mmol) y AcOH (326 mg, 5,44 mmol) La mezcla de reacciéon se agité a
temperatura ambiente durante 16 h. Se afiadieron el Compuesto 86 adicional (1,10 g, 2,03 mmol), NaCNBH3; (297
mg, 4,08 mmol) y AcOH (326 mg, 5,44 mmol). La mezcla de reaccion continud agitando a temperatura ambiente
durante 16 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se lavé con 1 N Na.COs3 (100 mL), se disolvié en CH,Cl;
(200 mL) y se lavé con agua (100 mL) y salmuera (100 mL). La capa organica se evapor6 a sequedad y el residuo
se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl./MeOH 20:1) para proporcionar el Compuesto 87
(2,12 g, mezcla) como un aceite incoloro, que se usoé directamente en la siguiente etapa.

Preparacién del Compuesto 88
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[0361] Una suspension del Compuesto 87 (2,12 g, mezcla) y 10% Pd/C (1,00 g) en EtOH (30 mL) se sometio a
condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtro a través
de Celite y se lavd con EtOH. El filtrado se concentré y se purificd por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCl,/MeOH 20:1, CHCI3/MeOH/NH4OH 8:1:0,1) para dar el Compuesto 88 (732 mg, 43% en 2 etapas) en forma
de un aceite incoloro. "H RMN (300 MHz, CD;0D) & 7,09 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,05-3,95 (m,
4H), 3,27-3,21 (m, 4H), 2,88 - 2,83 (m, 4H), 2,62- 2,56 (m, 6H), 1,77 - 1,55 (m, 15H), 1,51 (s, 18H), 1,46 (s, 18H),
1,43 (s, 18H).

Preparacién del Compuesto 89

[0362] Una solucion de amina 88 (7 10 mg, 0,562 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamidotioato de metilo (7, 261 mg, 0,675 mmol) en t-BuOH (15 mL) se cargd con DIPEA (359 mg, 2,81
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificdé por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1
CH2Cl/MeOH, 10:1:0,1 CHCI3/Me-OH/NH4OH) para dar el Compuesto 89 (350 mg, 43%) como un sélido amarillo:
'"H RMN (300 MHz, CD30D) 6 7,10 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,08-3,98 (m, 4H), 3,76-3,67 (m, 1H),
2,86 (brs, 3H), 2,63-2,58 (m, 6H), 1,73-1,64 (m, 10H), 1,62-1,56 (m, 4H), 1,51 (s, 19 H), 1,46 (s, 18H), 1,42(s), 18H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de 3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-((3-((R)-2-amino-6-
guanidinohexanamido)propanol)(3-((S)-2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilo)amino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto
90

[0363] Se cargd una soluciéon del Compuesto 89 (230 mg, 0,156 mmol) en EtOH (1,0 mL) con 4 N ac HCI (10 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré a vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar sal de &cido clorhidrico 90 (59 mg, 35%) como un sdlido higroscépico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D»0) & 7,21 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,19 (br s, 2H), 3,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,46 (br s, 2H),
3,25-3,21 (m, 8H), 3,13 (br s, 4H), 3,02 (t, J = 7,0 Hz, 4H), 2,53 (br s, 2H), 1,93-1,86 (m, 4H), 1,75-1,70 (m, 4H), 1,60
(br s, 4H), 1,49-1,42 (m, 4H), 1,30 - 1,22 (m, 4H). HRMS calculado para Cs3sHssCIN1sO4 [M + H]*, 875,5354;
encontrado 875,5372. Andlisis elemental: % calculado C 41,71, H 6,72, N 23,04; encontrado C 38,03, H 5.80, N
20,40.

Preparacion La sal de hidrocloruro de(S)-3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-(3-(2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilamino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto 94

[0364]
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Preparacién del Compuesto 91

[0365] Se cargd una solucion del Compuesto 85 (400 mg, 0,460 mmol) en THF (6,0 mL), MeOH (6,0 mL) y agua (2,0
mL) con NaHCO3 (116 mg, 1,38 mmol) y BoC,0 (120 mg), 0,550 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 3 h
a temperatura ambiente. Después de eliminar el disolvente, el residuo se repartié entre CH2Cl, (20 mL) y agua (10
mL). La capa acuosa se separé y se extrajo con CH2Cl, (20 mL). Los extractos organicos combinados se secaron
sobre Na;S0O4, se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl./MeOH 10:1),
produciendo el Compuesto 91 (379 mg, 85%) como un solido blanco: 'H RMN (300 MHz, CD;0D) & 7,32-7,28 (m,
5H), 7,05 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,80 (d, J = 8,6 H, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,10-4,04 (m, 2H), 3,95 (br s, 1H), 3,57 (t, J = 5,6
Hz, 2H), 3,23-3,09 (m, 4H), 2,54 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,77 (br s, 2H), 1,62-1,52 (m, 4H), 1,51 (s, 11H), 1,45-1,42 (m,
28H).

Preparacién del Compuesto 92

[0366] Una suspension del Compuesto 91 (375 mg, 0,387 mmol) y 10% Pd/C (200 mg) en EtOH (15 mL) se sometio
a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través
de Celite y se lavo con EtOH. El filtrado se concentr6 para dar el Compuesto 92 (297 mg, 92%) como un solido
blanco: "H RMN (300 MHz, CDs0D) & 7,09 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,05 (br s, 2H), 3,99- 3,94
(m, 1H), 3,57 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,25 - 3,19 (m, 2H), 2,71 (t, J = 6,8 Hz), 2H), 2,57 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,76 (br s, 3H),
1,65-1,54 (m, 5H), 1,51 (s, 10H), 1,47-1,45 (m, 18H), 1,42 (s, 10H).

Preparacién del Compuesto 93

[0367] Una soluciéon de amina 92 (295 mg, 0,353 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimotioato de metilo (7, 165 mg, 0,424 mmol) en t-BuOH (20 mL) se cargdé con DIPEA (227 mg, 1,76
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificdé por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1
CH2Cl/MeOH, 10:1:0,1 CHCI3/Me-OH/NH4OH) para dar el Compuesto 93 (244 mg, 66%) como un sélido amarillo:
'"H RMN (300 MHz, CD30D) 6 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,07-4,04 (m, 2H), 3,98-3,93 (m, 1H),
3,57 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,25-3,17 (m, 3H), 2,62 (br s, 2H), 1,77-1,56 (m, 8H), 1,51 (s, 9H), 1,46 (s, 18H), 1,42 (s,
10H).
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Preparacion La sal de hidrocloruro de(S)-3,5-diamino-N-(N-(4-(4-(2-(3-(2-amino-6-
guanidinohexanamido)propilamino)etoxi)fenilo)butilo)carbamimidoilo)-6-cloropirazina-2-carboxamida-Compuesto 94

[0368] Se cargd una solucion del Compuesto 73 (238 mg, 0, 227 mmol) en EtOH (3,0 mL) con 4 N ac HCI (10 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agité durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentré al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para
proporcionar la sal de acido clorhidrico 74 (96 mg, 53%) como un solido higroscépico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D,0) & 7,20 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,21 (br s, 2H), 3,82 (br s, 1H), 3,42 (t, J = 4,8 Hz, 2H),
3,34-3,28 (m, 4H), 3,13-3,08 (m, 4H), 2,59 (br s, 2H), 1,92 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,78 (br s, 2H), 1,66 (br s, 4H), 1,56 -
1,50 (m, 2H), 1,37 - 1,31 (m, 2 H). HRMS calculado para CzsH47CIN1303 [M + H]*, 648,3608; encontrado 648,3619.
Analisis elemental: % calculado C 42,35, H 6,35, N 22,32; encontrado C 37,84, H 6,57, N 20,29.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,S,2S,2’S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-((S)-2)-amino-6-
guanid-inohexanamido)hexanamido)hexanamida)

[0369]
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Preparacién del Compuesto 95

[0370] Se cargd una solucion agitada de aminoacido 11 (4,00 g, 8,19 mmol) en CH2Cl» (100 mL) con EEDQ (2,42 g,
9,83 mmol) y NMM (2,50 g, 24,5 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos
y se afiadio la amina 53 (2,12 g, 8,19 mmol). La mezcla resultante se agit6é a temperatura ambiente durante 16 h. El
disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH>Clo/EtOAc 10:1,
CH:Cl,/MeOH 10:1) para proporcionar la amida 75 (3,80 g, 74%) como un sélido blanco: "H RMN (300 MHz, CDCls)
0 11.48 (s, 1H), 8,32 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 6,36 (br s, 1H), 5,23-5.14 (m, 2H), 4,28-4,19 (m, 1H), 4,06 - 3,97 (m, 1H),
3,73 (s, 3H), 3,42- 3,15 (m, 4H), 1,90 - 1,69 (m, 6H), 1,67 - 1,55 (m, 4H), 1,49 (s, 18H), 1,47 (s, 9 H), 1,43 (s, 9 H),
1,41 - 1,36 (m, 4H).

Preparacién del Compuesto 96

[0371] Una solucion de éster metilico 95 (3,80 g, 5,20 mmol) en THF/H2O (50 ml/10 mL) se cargé con NaOH (416
mg, 10,41 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 3 h. Una vez completada la
reaccion, la mezcla se concentro a presion reducida y el pH se ajusté a 9 con 1 N NaOH. La solucion acuosa se lavo
con EtOAc (2 x 150 mL) y el pH se ajustd a 5. La suspension se repartio entre CH,Cl, (200 mL) y agua (200 mL). La
capa acuosa se separo y se extrajo con CH2Cl, (2 x 200 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre
Na,SO, y se concentraron para proporcionar el Compuesto 96 (crudo, 3,30 g, 89%) como un sélido blanco, que se
uso directamente en la siguiente etapa.

Preparacién del Compuesto 97

[0372] Se cargd una solucion agitada de aminoacido 96 (crudo, 3,30 g, 4,60 mmol) en CH2Cl, (100 mL) con EEDQ
(1,36 g, 5,53 mmol) y NMM (1,40 g, 13,8 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 10
minutos y se afiadié amina 53 (1,20 g, 4,60 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 16
h. El disolvente se eliminé y el residuo se purifico por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1 de
CH:Cl,/EtOAc, CH,Clz/MeOH 10:1) para proporcionar el Compuesto 77 (3,51 g, 80%) como un solido blanco : 'H
RMN (300 MHz, CDCls) & 11,47 (s, 1H), 8,30 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 6,40 (br s, 2H), 5,41-5,32 (m, 1H), 5,25-5,12 (m,
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2H), 4,23 (br s, 1H), 4,11-3,96 (m, 3H), 3,42-3,36 (m, 2H), 3,25-3,15 (m, 4H), 1,87-1,74 (m, 4H), 1,54-1,46 (m, 23H),
1,46-1,40 (m, 3H), 1,39-1,31 (m, 6H).

Preparacién del Compuesto 98

[0373] Una solucion de éster metilico 97 (3,51 g, 3,66 mmol) en THF/H2O (50 ml/10 mL) se cargé con NaOH (293
mg, 7,32 mmol) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 3 h. Una vez completada la
reaccion, la mezcla se concentré a presion reducida y el pH se ajusté a 9 con 1 N NaOH. La solucion acuosa se lavo
con EtOAc (2 x 150 mL) y el pH se ajustd a 5. La suspension se repartio entre CH,Cl, (200 mL) y agua (200 mL). La
capa acuosa se separo y se extrajo con CH»Cl, (2 x 200 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre
Na,SO, y se concentraron para proporcionar el Compuesto 98 (3,00 g, 88%) como un sdlido blanco: 'H RMN (400
MHz, CDClz) 6 8,34 (br s, 1H), 6,93 (br s, 1H), 6,61 (br s, 1H), 5,51-5,40 (m, 3H), 4,28 (br s, 1H), 4,14-4,04 (m, 3H),
3,76-3,16 (m, 6H), 1,87-1,75 (m, 7H), 1,65-1,51 (m, 5H), 1,49 (s, 9H), 1,48 (s, 9H), 1,44 (s, 9H), 1,42 (s, 18H), 1,39-
1,26 (m, 6H).

Preparacién del Compuesto 99

[0374] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 4 (base libre, 500 mg, 1,09 mmol) en CH2Cl» (50 mL) con
EEDQ (1,21 g, 4,93 mmol) y aminoacido 98 (2,57 g, 2,72 mmol). La mezcla resultante se agitd6 a temperatura
ambiente durante 16 h. Se afiadieron el aminoacido adicional 98 (515 mg, 0,545 mmol) y EEDQ (270 mg, 1,09
mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 6 h. El disolvente se eliminé y el residuo se
purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl./EtOAc 10:1, CH2Cl,/MeOH 10:1) para proporcionar la
amida 99 (1,42 g, 70%) como un sdlido blanco: "H RMN (400 MHz, CD30D) & 7,33-7,27 (m, 4H), 7,06 (d, J = 8,2 Hz,
2H), 6,82 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,05 - 3,96 (m, 10H), 3,68 (t, J = 4,2 Hz, 1H), 3,34 (t, J = 7,0 Hz, 4H), 3,24-
3,10 (m, 16 H), 2,88 - 2,83 (m, 2H), 2,61 - 2,52 (m, 6H), 2,43 (br s, 1H), 1,74- 1,66 (m, 12H), 1, 63- 1,54 (m, 14 H),
1,51 (s, 25H), 1,46 (s, 25H), 1,44(s)., 20H), 1,43 (s, 20H), 1,42 (s, 20 H).

Preparaciéon del Compuesto 100

[0375] Una solucion agitada del Compuesto 99 (300 mg, 0,129 mmol) en t-BuOH (10 mL) y THF (2,0 mL) se cargd
con Pd/C al 10% (150 mg) y la mezcla se someti6 a condiciones de hidrogenaciéon (1 atm) durante 16 h a
temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion, la mezcla se filtré a través de celite y se lavé con THF. El
filtrado se concentré a presidn reducida para proporcionar 100 (260 mg, 92%) como un sélido marrén: 'H RMN (400
MHz, CDsOD): 6 7,09 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,03 - 3,96 (m, 8H), 3,35 - 3,12 (m, 14H), 2,90 -
2,83 (m, 4H), 2,60 - 2,57 (m, 6H), 1,70 - 1,31 (m, 154H).

Preparacion del Compuesto 101

[0376] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 100 (1,43 g, 0,650 mmol) con hidroyoduro de (3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)carbamimidotioato de metilo 7 (253 mg, 0,650 mmol) y NMM (332 mg, 3,28 mmol) en t-
BuOH (60 mL) y THF (12 mL). La mezcla de reaccion se agité durante 4 horas a 60°C y a 70°C durante 1 h. Una vez
completada la reaccion, la mezcla se concentré a presion reducida y se purific6 mediante cromatografia en columna
(gel de silice, 10:1 CH2Cl2/MeOH, 5:1:0,1 CHCI3/MeOH/NH4OH) para producir el Compuesto 101 (1,24 g, 79 %)
como un solido amarillo: "H RMN (300 MHz, CDs0D): & 7,14 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 4,20 (br s,
2H), 3,98 - 3,89 (m, 6H), 3,79-3,74 (m, 2H), 3,34-3,07 (m, 12H), 2,84-2,77 (m, 4H), 2,66-2,56 (m, 6H), 1,70-1,31 (m,
154H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,S,2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina)-2-
carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-((S)-2-amino-6-
guanid-inohexanamido)hexanamido)hexanamida)-Compuesto 102

[0377] Se cargd una solucion del Compuesto 81 (1,40 g, 0,50 mmol) en EtOH (30 mL) con 4 N ac HCI (100 mL) y la
mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd y se afnadio 4
N ac HCI nuevo. Después de agitarse durante 4 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccidén se concentr6 a
vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizé para proporcionar la
sal de acido clorhidrico 82 (450 mg, 62%) como un sélido higroscopico amarillo. (400 MHz, D,O) 6 7,22 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,29 (br s, 2H), 3,91-3,88 (m, 6H), 3,60 (br s, 2H), 3,39- 3,11 (m, 23 H), 2,60 (br s,
2H), 2,01 - 1,97 (m, 4H), 1,86-1,78 (m, 13H), 1,67-1,46 (m, 17H), 1,40-1,32 (m, 12H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S,2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
)carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-
guanidinohexanamida)hexanamida)-Compuesto 106

[0378]
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Preparaciéon del Compuesto 103

[0379] Una solucion de aminoacido 96 (100 mg, 0,139 mmol) en CH.Cl» (5,0 mL) fue cargada con EEDQ (84 mg,
0,280 mmol) y Compuesto 4 (base libre, 32,0 mg, 0,0701 mmol). La mezcla de reacciéon se agitd a temperatura
ambiente durante 16 h. El disolvente se eliminé y el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice,
CHCl,/MeOH 10:1) para dar el Compuesto 103 (78,0 mg, 61%) como un solido blanco: "H RMN (300 MHz, CDs;0D)
87,33-7,28 (m, 5H), 7,07 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 4,08 - 3,95 (m, 6H), 3,29-3,21 (m,
4H), 3,19-3,06 (m, 7H), 2,95 (br s, 2H), 2,68 (br s, 3H), 2,54 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,77-1,55 (m, 17H), 1,51 (s, 21H),
1,46 (s, 18H), 1,43 (s, 18H), 1,42 (s, 18H).

Preparaciéon del Compuesto 104

[0380] Se sometio una suspension del Compuesto 103 (736 mg, 0,397 mmol) y 10% Pd/C (380 mg) en EtOH (15
mL) a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtr6 a
través de Celite y se lavo con EtOH. El filtrado se concentré y precipitd en MTBE/hexanos para proporcionar el
Compuesto 104 (627 mg, 92%) como un solido blanco: "H RMN (300 MHz, CDz0D) & 7,09 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,84
(d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,05 - 3,93 (m, 6H), 3,27 - 3,06 (m, 6H), 2,85 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 2,58 (br s, 6H), 1,73- 1,54 (m,
20H), 1,51 (s, 21H), 1,46 (s, 19 H), 1,43 (s, 22H), 1,42 (s, 18H).

Preparaciéon del Compuesto 105
[0381] Una soluciéon de amina 104 (624 mg, 0,363 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilcarbamimotioato de metilo (7, 169 mg, 0,436 mmol) en t-BuOH (15 mL) se cargé con DIPEA (235 mg, 1,81

mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 2 h, se enfri6 a temperatura
ambiente y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH
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20:1) para proporcionar el Compuesto 105 (350 mg, 50%) como un solido amarillo: '"H RMN (300 MHz, CD3;OD) &
7,10 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,02- 3,95 (m, 6H), 3,23-3,06 (m, 5H), 2,84 (br s, 2H), 2,58 (br s,
6H), 1,71 - 1,54 (m, 20H), 1,51 (s, 21H), 1,46 (s, 20H), 1,43 (s, 22H), 1,42 (s, 18H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (S, 2S,2’S)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
)carbonilo)guanidino)butilo)fenoxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-((S)-2-amino-6-
guanidinohexanamida)hexanamida)-Compuesto 106

[0382] Se cargd una solucion del Compuesto 105 (347 mg, 0,179 mmol) en CH2Cl» (10 mL) con TFA (5,0 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitd durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentrd al vacio y se azeotropé dos veces con HCI acuoso 1N. El residuo se purificé por cromatografia en
columna de fase inversa y se liofilizd para proporcionar la sal 106 de acido clorhidrico (155 mg, 61%) como un solido
higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D,0) & 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,28 (br s, 2H),
3,90-3,86 (m, 4H), 3,60 (br s, 2H), 3,35-3,11 (m, 18H), 2,60 (br s, 2H), 2,00-1,95 (m, 4H), 1,84-1,79 (m, 8H), 1,67 (br
s, 4H), 1,57-1,47 (m, 8H), 1,37-1,32 (m, 8H). HRMS calculado para CsoHg2CIN220¢ [M + H]*, 1131,7253; encontrado
1131,7297.

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(6-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
ycarbonilo)guandino)butilo)naftaleno-2-iloxi)etilazanediilo)bis(propano-3, 1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida)-Compuesto 116

[0383]
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Preparacion del Compuesto 109 Se cargé una solucion agitada del Compuesto 107 (5,00 g, 22,5 mmol) en CHCl,
seco (100 mL) con el Compuesto 108 (4,30 g, 27,1 mmol), PHsP (7,10 g, 27,1 mmol) y DIAD (5,40 g, 27,1 mmol) a
0°C. La mezcla de reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agitd durante 4 h. Una vez completada la
reaccion, la mezcla se diluyé con CH2Cl, y se lavd con 1 N NaHCOs;, agua y salmuera. La capa organica se
concentrd a presion reducida y se purifico mediante cromatografia en columna (gel de silice, 80:20 hexanos/EtOAc)
para proporcionar el Compuesto 109 (5,50 g, 67%) como un solido blanquecino: ESI-MS m/z 366 [C17H20BrNO3 +
H]*.

Preparaciéon del Compuesto 110

[0384] Se disolvio el Compuesto 109 (5,50 g, 15,1 mmol) en 4 N HCI en dioxano (50 mL) a temperatura ambiente y
la solucién se agit6 durante 3 h. Después de la concentracion, el residuo se suspendié en MTBE (50 mL) y se agitd
durante 0,5 h. El sélido se separo por filtracion para proporcionar la sal de acido clorhidrico 110 (3,20 g, 82%) como
un solido blanco: "H RMN (300 MHz, CDsOD) & 7,99 (br s, 1H), 7,77-7,70 (m, 2H), 7,55 -7,51 (m, 1H), 7,33-7,26 (m,
2H), 4,36 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,43 (t, J = 4,8 Hz, 2H).

Preparaciéon del Compuesto 112

[0385] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 110 (3,20 g, 12,1) en CH3CN anhidro (150 mL) con TEA (4,8 g,
48,3 mmol), 10% (t-Bu) 3P en hexanos (0,48 g, 2,42). mmol), Compuesto 111 (3,68 g, 18,1 mmol) y Cul (114 mg, 0,6
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se desgasific6 con argdn durante 10 minutos y se afhadid
Pd(PPH3) 4 (1,40 g, 1,21 mmol) rapidamente en una porcion. Después de desgasificar con argén durante 5 min, la
mezcla se calentd a reflujo durante 4 h. La mezcla de reaccidon se concentré a vacio y el residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de silice, 80:20 de hexanos/EtOAc) para proporcionar el Compuesto 11 2 (2,80 g,
61%) como un solido marron: 'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,80 (br s, 1H), 7,67 (t, J = 8,2 Hz, 2H), 7,37 - 7,16 (m
8H), 5,09 (s, 2H), 4,14 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,37 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,09 (br s, 2H), 2,60 (t, J = 6,8 Hz, 2H).

Preparaciéon del Compuesto 113

[0386] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 112 (1,00 g, 2,57 mmol) en MeOH (80 mL) con NaCNBH3; (480
mg, 7,71 mmol), acido acético (0,6 g, 10,28 mmol) y aldehido 86 (3,50 g)., 6,44 mmol). La mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 6 h. Una vez completada la reaccién, la mezcla se concentré a presion
reducida. El residuo se repartio entre EtOAc (300 mL) y NaHCOj3; saturado (200 mL). La capa acuosa se separd y se
extrajo con EtOAc (2 x 300 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre Na>SO,, se concentraron y
se purificaron por cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl,/CH3zOH 10:1) para proporcionar el Compuesto 113
(2,50 g, 68%) como un solido amarillo: "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,49 (s, 2H), 8,31-8,22 (m, 3H), 7,79-7,73
(m, 4H), 7,52 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,38-7,28 (m, 7H), 7,17-7,14 (m, 1H), 6,73 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 5,04 (s, 2H), 4,11 (t, J
= 5,8 Hz, 2H), 3,83 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,41-3,36 (m, 1H), 3,27-3,21 (m, 7H), 3,12-3,06 (m, 5H), 2,82 (t, J = 5,6 Hz,
2H), 2,58 (t, J = 6,8 Hz), 2H), 1,54-1,50 (m, 8H), 1,47-1,43 (m, 30H), 1,39-1,33 (m, 48H), 1,29-1,23 (m, 6H).

Preparaciéon del Compuesto 114

[0387] Una solucion agitada del Compuesto 113 (2,50 g, 1,73 mmol) en EtOH (50 mL) se carg6 con Pd/C al 10%
(250 mg) y se someti6 a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 12 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y se lavd con EtOH. El filtrado se concentrd a presion reducida y se purificd por
cromatografia en columna (gel de silice, 10:1 CH2Cl2/CH3OH) para proporcionar el Compuesto 114 (1,20 g, 55%)
como un sélido marrén: '"H RMN (400 MHz, CD3;0OD) & 7,69- 7,66 (m, 2H), 7,55 (br s, 1H), 7,30 - 7,26 (m, 1H), 7,21
(br s, 1H), 7,12- 7,09 (m, 1H), 4,17 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,98 (br s, 2H), 3,37-3,32 (m, 2H), 2,93 (t, J = 5,6 Hz, 2H),
2,79-2,71 (m, 4H), 2,62 (t, J = 6,6 Hz, 4H), 1,76-1,65 (m, 9H), 1,63-1,55 (m, 6H), 1,52-1,50 (m, 25H), 1,46-1,45 (m,
23H), 1,43-1,42 (m, 25H).

Preparaciéon del Compuesto 115
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[0388] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 114 (240 mg, 0,18 mmol) en t-BuOH (5 mL) y THF (1 mL) con
hidroyoduro de (3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonilo)carbamimidotioato de metilo 7 (71 mg, 0,18 mmol) y NMM
(0,9 g, 0,9 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé durante 4 horas a 60°C. Después de la concentracion, el residuo
se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl./MeOH 10:1, CHCl3/MeOH/NH4OH 5:1:0,1) para
proporcionar el Compuesto 115 (140 mg, 46%) como un sélido amarillo: '"H RMN (400 MHz, CD30D) & 7,69-7,62 (m,
2H), 7,56 (br s, 1H), 7,36-7,29 (m, 1H), 7,20 (br s, 1H), 7,11-7,08 (m, 1H), 4,17 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,97 (s, 2H), 3,69-
3,63 (m, 1H), 2,93 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,81 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 6,8 Hz, 4H), 1,86-1,79 (m, 2H), 1,74-1,69
(m, 8H), 1,60-1,29 (m, 66H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(6-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
)carbonilo)guandino)butilo)naftaleno-2-iloxi)etilazanediilo)bis(propano-3, 1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida)-Compuesto 116

[0389] Se cargd una solucion del Compuesto 115 (140 mg, 0,091 mmol) en EtOH (1,0 mL) con 4 N ac HCI (5,0 mL)
y la mezcla de reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente. Después de la concentracion, el residuo se
purificé mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofiliz6 para proporcionar la sal de acido clorhidrico
116 (40 mg, 47%) como un sdlido higroscépico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D;0) & 7,72-7,65 (m, 3H), 7,39 (d, J =
9,2 Hz, 1H), 7,12 (br s, 1H), 6,99- 6,96 (m, 1H), 4,31 (br s, 2H), 3,79- 3,74 (m, 2H), 3,61 - 3.57 (m, 2H), 3,33-3,20 (m,
10H), 2,90 (t, J = 7,4 Hz, 4H), 2,74 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,10-1,94 (m, 4H), 1,85 -1,65 (m, 9H), 1,38-1,31 (m, 4H), 1,25-
1,19 (m, 4H).

Preparacion de sal de  hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo))guanidino)butilo)naftaleno-1-iloxi)etilazanediilo)bis(propano-3, 1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida)-Compuesto 124

[0390]
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Preparaciéon del Compuesto 118

[0391] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 117 (5,00 g, 22,5 mmol) en CH,Cl; seco (100 mL) con el
Compuesto 108 (4,30 g, 27,1 mmol), PH3sP (7,10 g, 27,1 mmol) y DIAD (5,40 g), 27,1 mmol) a 0°C. La mezcla de
reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agité durante 4 h. Una vez completada la reaccién, la mezcla se
diluyé con CHxCl; y se lavé con 1 N NaHCOs3, agua y salmuera. La capa organica se concentré a presion reducida y
se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, 80:20 hexanos/EtOAc) para proporcionar el Compuesto 118
(5,40 g, 66%) como un solido blanquecino: ESI-MS m/z 366 [C17H20BrNO3 + HJ*.

Preparaciéon del Compuesto 119

[0392] Se disolvio el Compuesto 118 (5,40 g, 14,8 mmol) en 4 N HCI en dioxano (50 mL) a temperatura ambiente y
la solucién se agito durante 3 h. Después de la concentracion, el residuo se suspendié en MTBE (50 mL) y se agito
durante 0,5 h. El sdlido se filtr6 para proporcionar la sal de acido clorhidrico 119 (3,40 g, 87%) como un sélido
blanco: 'H RMN (400 MHz, CD30D) & 8,46-8,44 (m, 1H), 8,17-8,14 (m, 1H), 7,73-7,56 (m, 3H), 6,91 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 4,42 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,53 (t, J = 5,2 Hz, 2 H).

Preparaciéon del Compuesto 120

[0393] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 119 (3,40 g, 12,8) en CH3CN anhidro (150 mL) con TEA (5,1 g,
51,3 mmol), 10% (#-Bu)sP en hexanos (0,51 g, 2,56 mmol), Compuesto 111 (3,90 g, 19,2 mmol) y Cul (121 mg, 0,64
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se desgasific6 con argdn durante 10 minutos y se afadioé
Pd(PPHs)4 (1,48 g, 1,28 mmol) rapidamente en una porcion. Después de desgasificarse con argén durante 5 min, la
mezcla resultante se calenté a reflujo durante 4 h. La mezcla de reaccion se concentré a vacio y el residuo se
purificé por cromatografia en columna (gel de silice, 80:20 de hexanos/EtOAc) para proporcionar el Compuesto 120
(3,20 g, 65%) como un sdélido marron: '"H RMN (400 MHz, CD3;0D) & 8,41-8,39 (m, 1H), 8,26 (d, J = 7,4 Hz, 1H),
7,57-7,50 (m, 3H), 7,34-7,24 (m, 5H), 6,92 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 5,09 (s, 2H), 4,43 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,53 (t, J = 5,2
Hz, 2H), 3,43 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,75 (t, J = 6,8 Hz, 2H).

Preparaciéon del Compuesto 121

[0394] Se cargd una solucién agitada del Compuesto 120 (500 mg, 1,29 mmol) en 1,2-DCE con NaBH (AcO)3; (815
mg, 3,86 mmol) y aldehido 86 (1,40 g, 2,58 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3
h. Se afadieron NaBH (AcO)s adicional (270 mg, 1,29 mmol) y aldehido 86 (140 mg, 0,258 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente. Después de la concentracion, el residuo se repartié entre
CHClI; (300 mL) y NaHCO3 saturado (200 mL). La capa acuosa se separo y se extrajo con CH2Cl; (2 x 100 mL). Los
extractos organicos combinados se secaron sobre Na;SO. y se concentraron para proporcionar el Compuesto 121
(crudo, 1,20 g) como un sélido blanco, que se usé directamente en la siguiente etapa.

Preparaciéon del Compuesto 122

[0395] Se cargd una solucidn agitada del Compuesto 121 (en bruto, 1,20 g) en t-BuOH (60 mL) y THF (12 mL) con
Pd/C al 10% (600 mg). La suspension se sometié a condiciones de hidrogenacién (1 atm) durante 26 h a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite y se lavé con THF. Se afiadio Pd/C al 10%
(600 mg) al filtrado y la suspension se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 24 h. La mezcla de
reaccion se filtro a través de celite y se lavé con THF. El filtrado se concentrd a presion reducida para proporcionar el
Compuesto 122 (crudo, 900 mg) como un sélido marrén, que se uso directamente en la siguiente etapa.

Preparaciéon del Compuesto 123

[0396] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 122 (crudo, 900 mg) en t-BuOH (50 mL) con hidroyoduro de
(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonilo)carbamimidotioato de metilo 7 (316 mg, 0,82). mmol) y NMM (1,70 g, 3,4
mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 4 h a 60°C, 2 h a 65°C y 1 h a 70°C. Después de la concentracion, el
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl,/MeOH 10:1, CHCl3/MeOH/NH4OH
5:1:0,1) para dar el Compuesto 123 (310 mg, 17% en 3 etapas) como un soélido amarillo : '"H RMN (300 MHz,
CDs;0D) & 8,24 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,53-7,40 (m, 2H), 7,24 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,85 (d, J =
7,8 Hz, 1H), 4,23 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,96 (br s, 2H), 3,10-3,01 (m, 4H), 2,67 (t, J = 6,4 Hz, 4H), 1,82- 1,68 (m, 11H),
1,51 (s, 26 H), 1,45 (s, 26 H), 1,41 (s, 22 H).

Preparacion de sal de  hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo))guanidino)butilo)naftaleno-1-iloxi)etilazanediilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida)-Compuesto 124

[0397] Se cargd una solucion del Compuesto 103 (310 mg, 0,203 mmol) en EtOH (2,0 mL) con 4 N ac HCI (15,0 mL)

y la mezcla de reaccion se agité durante 5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentré a vacio y
el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizé para proporcionar la sal de
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acido clorhidrico 104 (95 mg, 41%) como un sdlido higroscdpico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D;O) & 8,07 (d, J = 8,6
Hz, 1H), 7,97 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,58 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,42 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,91 (d, J
=7,8 Hz, 1H), 4,50 (br s, 2H), 3,79 (t, J = 6,6 Hz, 4H), 3,37-3,29 (m, 8H), 3,22 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,03 (t, J = 6,2 Hz,
2H), 2,92 (t, J = 7,2 Hz, 4H), 2,08 - 2,01 (m, 4H), 1,88 - 1,64 (m, 8H), 1,38-1,31 (m, 4H), 1,24-1,18 (m, 4H).

Preparacion de sal de  hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo))guanidin)butilo)-5,6,7,8-tetrahidronaftaleno-1-iloxi)etilazanodiilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida) Compuesto 133
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Preparaciéon del Compuesto 126

[0399] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 125 (6,00 g, 26,4 mmol) en CH,Cl, seco (150 mL) con el
Compuesto 108 (4,68 g, 29,0 mmol), PH3sP (8,30 g, 31,6 mmol) y DIAD (6,38 g), 31,6 mmol) a 0°C. La mezcla de
reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agité durante 4 h. Una vez completada la reaccién, la mezcla se
diluyé con CHxCl; y se lavé con 1 N NaHCOs3, agua y salmuera. La capa organica se concentré a presion reducida y
se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, hexanos/EtOAc 80:20) para proporcionar el Compuesto 126
(6,10 g, 63%) en forma de un solido blanco: 'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & 7,32 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 6,93 (t, J = 5,4
Hz, 1H), 6,72 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,91 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,30 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,62-2,56 (m, 4H), 1,72-1,63 (m,
4H), 1,37 (s, 9H).

Preparaciéon del Compuesto 127

[0400] Una solucion agitada del Compuesto 126 (4,00 g, 10,8) en CH3CN anhidro (150 mL) se cargd con TEA (4,36
g, 43,2 mmol), 10% (&-Bu)sP en hexanos (0,43 g, 2,16 mmol)), Compuesto 111 (3,28 g, 16,2 mmol) y Cul (102 mg,
0,54 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se desgasificd con argén durante 10 minutos y se afadioé
Pd(PPHs3)s (1,24 g, 1,08 mmol) rapidamente en una porcion. Después de desgasificarse con argon durante 5
minutos, la mezcla resultante se calentd a reflujo durante 16 h. La mezcla de reaccién se concentré a vacio y el
residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, 80:20 de hexanos/EtOAc) para proporcionar el
Compuesto 127 (2,90 g, 54%) como un sélido marrén: '"H RMN (300 MHz, CDCls) § 7,36-7,30 (m, 6H), 7,23-7,16 (m,
1H), 6,55 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,11 (s, 2H), 3,98 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,56-3,50 (m, 2H), 3,48-3,39 (m, 2H), 2,79 (br s,
2H), 2,67-2,61 (m, 4H), 1,76-1,72 (m, 4H), 1,45 (s, 9H).

Preparaciéon del Compuesto 128

[0401] Una solucion roja agitada del Compuesto 127 (4,10 g, 8,33 mmol) en EtOH (200 mL) se cargd con Pd/C al
10% (410 mg) y la mezcla resultante se sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 24 h a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de Celite y se lavé con EtOH. Después de la concentracion, el
residuo se disolvié en dioxano (50 mL) y H2O (50 mL). Se afadio gota a gota CbzCl (2,11 g, 12,4 mmol) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h. Después de la concentracion, el residuo se
disolvié en CH2Cl; y se lavé con 1 N NaHCO3, agua y salmuera. La capa organica se concentré para proporcionar el
Compuesto 128 (crudo, 2,50 g) como un solido marrén, que se uso directamente en la siguiente etapa.

Preparaciéon del Compuesto 129

[0402] Se disolvio el Compuesto 128 (en bruto, 2,50 g) en 4 N HCI en dioxano (50 mL) a temperatura ambiente y se
agito la solucion durante 3 h. Después de la concentracion, el residuo se neutralizé con 1 N Na;COs y se extrajo con
CH.ClI,. La capa organica se concentro y purifico por cromatografia en columna (gel de silice, 10:1 de CH,Cl,/MeOH)
para dar el Compuesto 129 (1,10 g, 34% en 3 etapas) como un aceite marrén: 'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,36-
7,26 (m, 5H), 6,89 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,60 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,11 (s, 2H), 3,94 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,28 - 3,21 (m,
2H), 3,07 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,68-2,64 (m, 4H), 2,54-2,51 (m, 2H), 1,78-1,73 (m, 4H), 1,58-1,54 (m, 4H).

Preparaciéon del Compuesto 130

[0403] Se cargd una solucion agitada del Compuesto 129 (1,00 g, 2,52 mmol) en 1,2-DCE (80 mL) con NaBH (AcO)s;
(1,59 g, 7,57 mmol) y aldehido 86 (2,73 g, 5,04 mmol)) La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente
durante 3 h. Se afadieron NaBH (AcO)s adicional (530 mg, 2,52 mmol) y aldehido 86 (820 mg, 1,51 mmol) y la
mezcla de reaccion se agitdé durante 3 h a temperatura ambiente. Después de la concentracion, el residuo se
repartié entre CH,Cl, (300 mL) y NaHCO3 saturado (200 mL). La capa acuosa se separo y se extrajo con CHxCl, (2 x
100 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre Na>SO4 y se concentraron para proporcionar €l
Compuesto 130 (en bruto, 1,90 g), que se uso6 directamente en la siguiente etapa.

Preparaciéon del Compuesto 131

[0404] Se cargd una solucidon agitada del Compuesto 130 (bruto, 2,10 g) en t-BuOH (60 mL) y THF (20 mL) con
Pd/C al 10% (1,10 g). La suspension se sometio a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 16 h a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de celite y se lavé con THF. El filtrado se concentré a presion
reducida para proporcionar el Compuesto 131 (1,20 g en bruto) como un sélido marrén, que se uso directamente en
la siguiente etapa.

Preparaciéon del Compuesto 132
[0405] Se cargd una solucién agitada del Compuesto 131 (400 mg, 0,303 mmol) en t-BuOH (20 mL) y THF (4,0 mL)
con hidroyoduro de (3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carbonilo)carbamimidotioato de metilo 7 (117 mg, 0,303 mmol) y

NMM (152 mg, 1,51 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé durante 4 h a 60°C, 2 ha 65°C y 1 ha 70°C. Después de
la concentracion, el residuo se purificO mediante cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl,/MeOH 10:1,
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CHCI3/MeOH/CH4OH 5:1:0,1) para dar el Compuesto 132 (800 mg, 17% en 3 etapas) como solido amarillo: ESI-MS
m/z 765 [C72H121C|N18016 + 2H]2+.

Preparacion de sal de  hidrocloruro de (2R,2'R)-N,N’-(3,3'-(2-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-cloropirazina-2-
carbonilo))guanidin)butilo)-5,6,7,8-tetrahidronaftaleno-1-iloxi)etilazanodiilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-amino-6-
guanidinohexanamida) Compuesto 133

[0406] Se cargd una solucion del Compuesto 132 (800 mg, 0,52 mmol) en EtOH (1,0 mL) con 4 N HCI (5,0 mL) y la
mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentro y el residuo se
redisolvio en 4 N HCI nuevo (5,0 mL). La mezcla de reaccién se agité durante 4 h a temperatura ambiente. Después
de la concentracion, el residuo se purifico6 mediante cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizé para
proporcionar la sal de acido clorhidrico 133 (180 mg, 42%) como un sdlido higroscopico amarillo: '"H RMN (400 MHz,
D,0) & 7,04 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,26 (br s, 2H), 3,88 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,63 (br s, 2H),
3,32-3,27 (m, 10H), 3,06 (t, J = 6,8 Hz, 4H), 2,65 - 2,50 (m, 6H), 2,02- 1,95 (m, 4H), 1,82- 1,59 (m, 10H), 1,54- 1,47
(m, 4H), 1,36-1,30 (m, 4H).

Preparaciéon de la sal de hidrocloruro de (2S,2'S)-N,N’-(3,3'-(3-(4-((S)-2-amino-3-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenilo)propanamido)fenilo)propilazodinilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-
amino-6-guanidinhexanamida)-Compuesto 145
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Preparaciéon del Compuesto 137

[0408] Una solucion del Compuesto 135 (2,00 g, 9,26 mmol) en MeOH (10 mL) se cargé con NaCNBH3 (2,00 g, 27,7
mmol) seguido de AcOH (1,60 g, 27,7 mmol) y el Compuesto 136 (4,79 g, 27,7 mmol). La mezcla de reaccion se
agité a temperatura ambiente durante 24 h. Se afiadieron NaCNBHj3 adicional (2,00 g, 27,7 mmol), AcOH (1,60 g,
27,7 mmol) y el Compuesto 136 (3,20 g, 18,5 mmol). Después de agitarse a temperatura ambiente durante 16 h, se
eliminé el disolvente. El residuo se lavo con 1 N Na>CO3 (30 mL) y se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, CH2Cl/MeOH 10:1) para dar el Compuesto 137 (2,00 g, 44%) como un aceite amarillo: '"H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 8,17 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 5,10 (br s, 2H), 3,22-3,18 (m, 4H), 2,93 (br s, 5H), 2,81 (t,
J=7,4Hz, 2H), 2,03 (br s, 2H), 1,85 (br s, 5H), 1,42 (s, 18H).

Preparaciéon del Compuesto 138

[0409] Se disolvié el Compuesto 137 (2,00 g, 4,04 mmol) en 4 N HCI en dioxano (100 mL) a temperatura ambiente y
la mezcla de reaccion se agitoé a temperatura ambiente durante 2 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se
lavo con hexanos para proporcionar el Compuesto 138 (1,20 g, 76%) en forma de un solido blanco: 'H RMN (400
MHz, CDsOD) & 8,19 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,57 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 3,69-3,62 (m, 1H), 3,36-3,32 (m, 4H), 3,08 (t, J =
7,6 Hz, 4H), 2,90 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,23- 2,15 (m, 6H).

Preparaciéon del Compuesto 140

[0410] Se cargd una solucion del Compuesto 138 (100 mg, 0,248 mmol) en DMF (5,0 mL) con HATU (208 mg, 0,546
mmol) seguido del Compuesto 139 (242 mg, 0,496 mmol) y DIPEA (128 mg, 0,992 mmol) a temperatura ambiente.
Después de agitarse a temperatura ambiente durante 6 h, el disolvente se elimind y el residuo se purificd por
cromatografia en columna (gel de silice, 15:1 de CH,Clz/MeQOH) para dar el Compuesto 140 (90,0 mg, 29%) como un
solido blanco: 'H RMN (400 MHz, CD3;OD) & 8,17 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,49 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 3,95-3,92 (m, 2H),
3,75-3,69 (m, 1H), 3,35-3,32 (m, 4H), 3,26-3,19 (m, 4H), 2,81 (br s, 4H), 1,98 (br s, 2H), 1,79 - 1,70 (m, 6H), 1,64 -
1,54 (m, 8H), 1,51 (br s, 24 H), 1,46 - 1,42 (m, 48 H), 1,38 - 1,34 (m, 11H).

Preparacién del Compuesto 141; SG-DVR-A-105

[0411] Una suspension del Compuesto 140 (100 mg, 0,081 mmol) y Pd/C al 10% (50 mg) en EtOH (10 mL) se
sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 8 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré
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a través de Celite y se lavd con EtOH. El filtrado se concentro y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, CH,Clz/MeOH 10:1) para proporcionar el Compuesto 141 (70 mg, 72%) como un sélido blanco: 'H
RMN (300 MHz, CDs0D) & 6,97 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,67 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 3,94-3,90 (m, 2H), 3,74-3,68 (m, 1H),
3,28-3,19 (m, 4H), 3,07 (br s, 6H), 2,58 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,98-1,94 (m, 2H), 1,87-1,78 (m, 4H), 1,74-1,56 (m, 8H),
1,52 (s, 24H), 1,46 (s, 22H), 1,44 (s, 24H), 1,38-1,35 (m, 9H).

Preparaciéon del Compuesto 142

[0412] Una solucion del Compuesto 141 (150 mg, 0,124 mmol) en DMF (4,0 mL) se cargé con HATU (52 mg, 0,137
mmol) seguido del Compuesto 16 (58 mg, 0,124 mmol) y DIPEA (63 mg, 0,496) mmol) a temperatura ambiente.
Después de agitarse a temperatura ambiente durante 8 h, se elimind el disolvente y el residuo se purificod por
cromatografia en columna (gel de silice, CH>Cl,/MeOH 15:1) para dar el Compuesto 142 (130 mg, 63%) como un
solido blanco: 'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,40 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,34-7,25 (m, 7H), 7,17 (t, J = 8,4 Hz, 4H), 5,08
(s, 2H), 4,39 (br s, 1H), 3,96-3,33 (m, 2H), 3,35-3,31 (m, 8H), 3,24-3,19 (m, 5H), 3,12-3,07 (m, 1H), 2,94-2,89 (m,
1H), 2,80-2,73 (m, 3H), 2,62-2,52 (m, 5H), 1,94-1,86 (m, 2H), 1,73 (br s, 6H), 1,61-1,54 (m, 7H), 1,51 (br s, 21H),
1,45 (br s, 44 H), 1,38-1,34 (m, 15 H).

Preparaciéon del Compuesto 143

[0413] Una suspension del Compuesto 142 (1,18 g, 0,713 mmol) y Pd/C al 10% (120 mg) en EtOH (10 mL) se
sometié a condiciones de hidrogenacion (1 atm) durante 8 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré
a través de Celite y se lavo con EtOH. El filtrado se concentré para proporcionar el Compuesto 143 (680 mg, 62%)
como un solido marron: ESI MS m/z 762 [C77H130N14047 + 2H]?".

Preparaciéon del Compuesto 144

[0414] Una solucion del Compuesto 143 (100 mg, 0,065 mmol) y sal del acido yodhidrico de 3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilcarbamamidotioato de metilo (7, 30 mg, 0,078 mmol) en t-BuOH (10 mL) se cargé con DIPEA
(66 mg, 0,520 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 3 h y 80°C durante
2 h, se enfrid6 a temperatura ambiente y se concentré al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, CH2Clo/MeOH 10:1, CHCI3/MeOH/NH4OH 4:1:0,1) para dar el Compuesto 144 (40 mg, 35%) como un
solido amarillo: '"H RMN (300 MHz, CD3zOD) & 7,38 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,18-7,09 (m, 6H), 4,38 (br s, 1H), 3,99 (br s,
2H), 3,63-3,53 (m, 1H), 3,36 (s, 3H), 3,22 (br s, 4H), 3,11-3,07 (m, 1H), 2,92-2,85 (m, 1H), 2,74 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
2,63-2,58 (m, 4H), 2,46 (br s, 6H), 1,79- 1,70 (m, 4H), 1,62- 1,55 (m, 13H), 1,51 (s, 19 H), 1,46 (s, 9 H), 1,43 (s, 20H),
1,38 (s, 9 H).

Preparacion de la sal de hidrocloruro de (2S,2’S)-N,N’-(3,3'-(3-(4-((S)-2-amino-3-(4-(4-(3-(3,5-diamino-6-
cloropirazina-2-carbonilo)guanidino)butilo)fenilo)propanamido)fenilo)propilazodinilo)bis(propano-3,1-diilo))bis(2-
amino-6-guanidinhexanamida)-Compuesto 145

[0415] Se cargd una solucion del Compuesto 144 (250 mg, 0,144 mmol) en EtOH (3,0 mL) con 4 N ac HCI (25 mL) y
la mezcla de reaccion se agité durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentré a vacio, y el
residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa y se liofilizd para proporcionar sal de acido
clorhidrico 145 (70 mg, 38%) como un sdlido higroscépico amarillo: '"H RMN (400 MHz, D-O) & 7,23 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 7,17 (d, J = 8,4 Hz, 4H), 7,11 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,26-4,23 (m, 1H), 3,92 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,35-3,28 (m, 2H),
3,27-3,18 (m, 5H), 3,16-3,09 (m, 11H), 2,65-2,57 (m, 4H), 1,97-1,78 (m, 10H), 1,70-1,63 (m, 2H), 1,60-1,51 (m, 6H),
1,39-1,33 (m, 4H). HRMS calculado para C4gHgoCIN20O4 [M + H]*, 1035,6354; encontrado 1035,6375
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Reivindicaciones

1. Un Compuesto representado por la férmula (11):

O j\f‘{
Ciw N ’ L
I \f\ N Nf\/\/ A
| H H
_
N7 N7 NS

formula I

y racematos, diasteredbmeros, tautdmeros, polimorfos, pseudopolimorfos y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos,
donde:

A" es un carbociclo aromatico de Ce-C15 miembros sustituido con al menos un R% que esta representado por una
de las siguientes férmulas:

" NTN TSN TN N 5 NSNS N/\/O\
NH §H9 NH, H J)
o O
HaN E\/\/\”)J\N HoN 5 N
H " 3 H
it it NH,

LN
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O NH NH, ©
NH N, B
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NH NH, T J)
H,N
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2. El Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el carbociclo aromatico de Ce-C15 de A' se selecciona

ES 2675588 T3

de -fenilo, naftalenilo, 1,2-dihidronaftalenilo y 1,2,3,4-tetrahidronapthalenilo.

3. El Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que A' es

|
| N R
(O
R* R R®

4. Un Compuesto de la reivindicacion 1 representado por una de las siguientes férmulas:

v N
NH
H,N

104
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NH NH,

o una sal farmacéuticamente activa de los mismos.

5. El Compuesto de la reivindicaciéon 1 que tiene la formula

ﬁ\/\/\@/U\N/\\/\N/\/O NH O

\JH NH, D N’U\Nlj:N\ Cl
P
HzN ﬁ\/\/\Q}[)J\ HzN N/ NH-

N NHq

o la sal de hidrocloruro del mismo.

6. El Compuesto de la reivindicacion 1 representado por la siguiente férmula:
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O
H?_N\ﬂ/ﬁ\/\/\q:g)l\g VN /\\/O\©\/\/\ NH O
NH ' NH, o E/U\I}\I{ )ﬁN ICI
HQNYL \/\/\@J‘ HNT N7 ONH,

NH NH,

o racematos, diasteredmeros, tautémeros, polimorfos, pseudopolimorfos y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos.

7. El Compuesto representado por la siguiente formula:

o racematos, diasteredmeros, tautémeros, polimorfos, pseudopolimorfos y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un Compuesto de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el Compuesto esta representado por la
siguiente féormula:
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10. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que dicha composicion es una soluciéon para la
administracion mediante gotas oculares.

11. Un Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para uso en un
método para bloquear canales de sodio en un ser humano.

12. Un Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para uso en un
método para promover la hidratacién de superficies mucosas o restaurar la defensa de la mucosa en un humano.

13. Un Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, 0 una composicion segun la reivindicacion 8 o 10 para su uso en un método para tratar el ojo seco, tratar el
ojo seco asociado a la enfermedad de Sjogren, tratar la inflamacién ocular causada por ojo seco, promover la
hidratacion ocular, promover la hidratacién corneal, tratar la bronquitis crénica, tratar bronquiectasias (incluyendo
bronquiectasias debidas a condiciones distintas de la fibrosis quistica), tratar la fibrosis quistica, tratar la sinusitis,
tratar la resequedad vaginal, promover el aclaramiento de moco en las superficies mucosas, tratar la enfermedad de
Sjogren, tratar la obstruccion intestinal distal, tratar la piel seca, tratar la esofagitis, tratar la sequedad bucal, tratar la
deshidratacion nasal (incluida la deshidratacion nasal mediante la administracion de oxigeno seco al sujeto), tratar la
neumonia inducida por ventilador, tratar el asma, tratamiento de discinesia ciliar primaria, tratar la otitis media,
inducir el esputo con fines de diagnéstico, tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, tratar el enfisema,
tratar la neumonia, tratar el estrefimiento, tratar la diverticulitis cronica, tratar la rinosinusitis.

14. Un Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para uso en
un método para tratar una enfermedad mejorada por aclaramiento mucociliar incrementado e hidratacion de la
mucosa.

15. Segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o 7, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, o
composicion segun la reivindicacion 8 o 10, para uso en un método para tratar una enfermedad mejorada por
aclaramiento mucociliar aumentado e hidratacion de la mucosa, donde la enfermedad es una o mas condiciones
seleccionadas del grupo que consiste en ojo seco, bronquitis cronica, bronquiectasia, fibrosis quistica, sinusitis,
sequedad vaginal, enfermedad de Sjogren, sindrome de obstruccion intestinal distal, piel seca, esofagitis, boca seca
(xerostomia), deshidratacion nasal, asma, discinesia ciliar primaria, otitis media, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, enfisema, neumonia, diverticulitis, rinosinusitis e infecciones en el aire.

16. Una composicion, que comprende:

(a) un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 y (b) un compuesto osmoléticamente activo.

17. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, que aumenta ademas una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un agente terapéuticamente activo seleccionado entre agentes antiinflamatorios, agentes anticolinérgicos, B-
agonistas, agonistas del receptor P2Y2, agonistas del receptor activados por proliferadores de peroxisoma,
inhibidores de cinasas, agentes antiinfluentes. y antihistaminicos.

18. Un compuesto en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o 7, o una sal farmacéuticamente aceptable, o una
composicion de acuerdo con la reivindicacion 8 o 10 para el uso como medicamento.

19. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para uso en
un método para prevenir, mitigar y/o tratar efectos deterministas para la salud el tracto y/u otros 6rganos corporales
causados por aerosoles respirables que contienen radionucleidos en un ser humano que lo necesite.
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