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DESCRIPCION
Antagonistas de C5aR
Antecedentes de la invencion

El sistema del complemento desempefia un papel central en la depuracion de los inmunocomplejos y en las
respuestas inmunitarias a agentes infecciosos, antigenos extrafios, células infectadas por virus y células tumorales. La
activacion inapropiada o excesiva del sistema del complemento puede producir consecuencias perjudiciales, e incluso
potencialmente mortales debido a la severa inflamacién y consiguiente destruccion tisular. Estas consecuencias se
manifiestan clinicamente en diversos trastornos que incluyen choque séptico; miocardiopatia, asi como lesiéon por
isquemia/reperfusion intestinal; rechazo del injerto; insuficiencia organica; nefritis; inflamacién patoldgica; y
enfermedades autoinmunitarias.

El sistema del complemento se compone de un grupo de proteinas que normalmente estan presentes en el suero en
un estado inactivo. La activacion del sistema del complemento abarca principalmente tres vias distintas, es decir, la
clasica, la alternativa, y la via de las lectinas (V. M. Holers, en Clinical Immunology: Principles and Practice, ed. R. R.
Rich, Mosby Press; 1996, 363-391). 1) La via clasica es una cascada dependiente de calcio/magnesio, activada
normalmente por la formacion de complejos antigeno-anticuerpo. Se puede activar igualmente de manera
independiente del anticuerpo por medio de la unién de la proteina C reactiva, complejada con un ligando, y por
numerosos patégenos incluyendo bacterias gram negativas. 2) La via alternativa es una cascada dependiente de
magnesio activada por la deposicion y activacion de C3 en determinadas superficies susceptibles (p. ej., polisacéridos
de la pared celular de levaduras y bacterias, y determinados materiales biopolimeros). 3) La via de las lectinas implica
la union inicial de lectina unida a manosa y la posterior activacion de C2 y C4, que son comunes en la via clasica
(Matsushita, M. et al., J. Exp. Med. 176: 1497-1502 (1992); Suankratay, C. et al., J. Immunol, 160: 3006-3013 (1998)).

La activacion de la via del complemento genera fragmentos biolégicamente activos de proteinas del complemento, p.
ej., anafilatoxinas C3a, C4a y C5a y complejos atacantes de membrana (CAM) C5b-9, los cuales median las
respuestas inflamatorias que afectan a la quimiotaxis leucocitaria; activan macréfagos, neutréfilos, plaquetas,
mastocitos y células endoteliales; y aumentan la permeabilidad vascular, la citolisis y la lesion tisular.

El complemento C5a es uno de los mediadores proinflamatorios mas potentes del sistema del complemento. (El
péptido C5a anafilactico es 100 veces mas potente, sobre una base molar, en la obtencién de respuestas inflamatorias
que C3a). Cba es la forma activada de C5 (190 kD, peso molecular). C5a esta presente en el suero humano en
aproximadamente 80 pg/ml (Kohler, P. F. et al., J. Immunol. 99: 1211-1216 (1967)). Se compone de dos cadenas
polipéptidas, a y B, con pesos moleculares aproximados de 115 kD y 75 kD; respectivamente (Tack, B. F. et al.,
Biochemistry 18: 1490-1497 (1979)). Biosintetizado como una promolécula de cadena sencilla, C5 se escinde
enzimaticamente en una estructura de dos cadenas durante el procesamiento y la secrecion. Tras la escision, las dos
cadenas se mantienen unidas mediante al menos un enlace disulfuro asi como interacciones no covalentes (Ooi, Y. M.
etal., J. Immunol. 124: 2494-2498 (1980)).

C5 se escinde en los fragmentos C5a y C5b durante la activacion de las vias del complemento. Las enzimas
convertasas responsables de la activacion de C5 son complejos de multiples subunidades de C4b, C2a y C3b para la
via clasica y de (C3b)z, Bb, y P para la via alternativa (Goldlust, M. B. et al., J. Immunol. 113: 998-1007 (1974);
Schreiber, R. D. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 3948-3952 (1978)). C5 se activa por escision en la posicién 74-75
(Arg-Leu) en la cadena a. Tras la activacion, se libera el péptido C5a de 74 de aminoacidos de 11,2 kD de la parte
amino terminal de la cadena a. Tanto C5a como C3a son potentes estimuladores de neutréfilos y monocitos (Schindler,
R. etal., Blood 76: 1631-1638 (1990); Haeffner-Cavaillon, N. et al., J. Immunol. 138: 794-700 (1987); Cavaillon, J. M. et
al., Eur. J. Immunol. 20: 253-257 (1990)).

Ademas de sus propiedades anafilatdxicas, C5a induce la migracion quimiotactica de neutrdéfilos (Ward, P. A. et al., J.
Immunol. 102: 93-99 (1969)), eosindfilos (Kay, A. B. et al., Immunol. 24: 969-976 (1973)), basdfilos (Lett-Brown, M. A.
et al., J. Immunol. 117: 246-252, 1976)), y monocitos (Snyderman, R. et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 138: 387-390,
1971)). Tanto C5a como C5b-9 activan las células endoteliales para expresar las moléculas de adhesion esenciales
para secuestro de los leucocitos activados, que median la inflamacion tisular y las lesiones (Foreman, K. E. et al., J.
Clin. Invest. 94: 1147-1155 (1994); Foreman, K. E. et al., Inflammation 20: 1-9. (1996); Rollins, S. A. et al.,
Transplantation 69: 1959-1967 (2000)). C5a también media reacciones inflamatorias al provocar la contraccion del
musculo liso, elevar la permeabilidad vascular, inducir la desgranulacion de basoéfilos y mastocitos e inducir la
liberacion de proteasas lisosomales y radicales libres oxidantes (Gerard, C. et al., Ann. Rev. Immunol. 12: 775-808
(1994)). Es mas, C5a modula la expresion génica de fase aguda hepatica y aumenta la respuesta inmunitaria global al
aumentar la produccién de FNT-a, IL-1-B, IL-6, IL-8, prostaglandinas y leucotrienos (Lambris, J. D. et al., en The
Human Complement System in Health and Disease, Volanakis, J. E. ed., Marcel Dekker, Nueva York, pags. 83-118).

Se cree que los efectos anafilacticos y quimiotacticos de C5a se median a través de su interaccién con el receptor C5a.
El receptor C5a humano (C5aR) es una membrana de 52 kD unida al receptor acoplado a la proteina G, y se expresa
en neutrofilos, monocitos, basdfilos, eosindfilos, hepatocitos, células del musculo liso pulmonar y endoteliales, y tejidos
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glomerulares renales (Van-Epps, D. E. et al., J. Immunol. 132: 2862-2867 (1984); Haviland, D. L. et al., J. Immunol.
154: 1861-1869 (1995); Wetsel, R. A., Immunol. Leff. 44: 183-187 (1995); Buchner, R. R. et al., J. Immunol. 155:
308-315 (1995); Chenoweth, D. E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 3943-3947 (1978); Zwirner, J. et al., Mol. Immunol.
36: 877-884 (1999)). El sitio de unidn al ligando de C5aR es complejo y consiste en al menos dos dominios de unién
fisicamente separables. Uno une el extremo amino terminal de C5a (aminoacidos 1-20) y el nucleo unido a disulfuro
(aminoacidos 21-61), mientras que el segundo une el extremo carboxi-terminal de C5a (aminoacidos 62-74) (Wetsel,
R. A., Curr. Opin. Immunol. 7: 48-53 (1995)).

Cb5a desempefia un papel importante en la inflamacion y lesion tisular. En la derivacion cardiopulmonar y hemodialisis,
Cb5a se forma como resultado de la activacion de la via alternativa del complemento cuando la sangre humana se pone
en contacto con la superficie artificial de la maquina de circulacion extracorpérea o del hemodializador (Howard, R. J.
et al., Arch. Surg. 123: 1496-1501 (1988); Kirklin, J. K. et al., J. Cardiovasc. Surg. 86: 845-857 (1983); Craddock, P. R.
et al,, N. Engl. J. Med. 296: 769-774 (1977)). C5a provoca el aumento de la permeabilidad capilar y edema,
broncoconstriccién, vasoconstriccion pulmonar, activacion de leucocitos y plaquetas e infiltracién en los tejidos, en
particular el pulmén (Czermak, B. J. et al., J. Leukoc. Biol. 64: 40-48 (1998)). La administracién de un anticuerpo
monoclonal anti-C5a ha demostrado reducir la derivacion cardiopulmonar y la disfuncién endotelial coronaria inducida
por cardioplejia (Tofukuji, M. et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 116: 1060-1068 (1998)).

C5a también se implica en el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), trastorno pulmonar obstructivo crénico
(TPOC) e insuficiencia organica multiple (IOM) (Hack, C. E. et al., Am. J. Med. 1989: 86: 20-26; Hammerschmidt DE et
al. Lancet 1980; 1: 947-949; Heideman M. et al. J. Trauma 1984; 4: 1038-1043; Marc, MM, et al., Am. J. Respir. Cell
and Mol. Biol.,, 2004: 31: 216-219). C5a aumenta la produccion monocitaria de dos importantes citoquinas
proinflamatorias, FNT-a y IL-1. Asimismo se ha demostrado que C5a desempefia un valioso papel en el desarrollo de
la lesién tisular, y en particular la lesion pulmonar, en modelos animales de choque séptico (Smedegard G et al. Am. J.
Pathol. 1989; 135: 489-497; Markus, S., et al., FASEB Journal (2001), 15: 568-570). En modelos de sepsis en los que
se emplean ratas, cerdos y primates no humanos, los anticuerpos anti-C5a administrados a los animales antes del
tratamiento con endotoxinas o E. coli produjeron una disminucion de la lesion tisular, asi como una disminucion de la
produccién de IL-6 (Smedegard, G. et al., Am. J. Pathol. 135: 489-497 (1989); Hopken, U. et al., Eur. J. Immunol. 26:
1103-1109 (1996); Stevens, J. H. et al., J Clin. Invest. 77: 1812-1816 (1986)). AUn mas importante, se ha demostrado
que el bloqueo o C5a con anticuerpos policlonales anti-C5a mejora de manera significativa los indices de
supervivencia en un modelo de ligamento/puncion cecal de sepsis en ratas (Czermak, B. J. et al., Nat. Med. 5: 788-792
(1999)). Este modelo comparte muchos aspectos de la manifestacion clinica de sepsis en seres humanos. (Parker, S.
J.etal., Br. J. Surg. 88: 22-30 (2001)). En el mismo modelo de sepsis, se mostré que los anticuerpos anti-C5a inhiben
la apoptosis de timocitos (Guo, R. F. et al., J. Clin. Invest. 106: 1271-1280 (2000)) y previenen la IOM (Huber-Lang, M.
etal., J. Immunol. 166: 1193-1199 (2001)). Los anticuerpos anti-C5a eran también protectores en un modelo del factor
de veneno de cobra de lesion pulmonar en ratas y en la lesion pulmonar inducida por inmunocomplejos (Mulligan, M. S.
et al. J. Clin. Invest. 98: 503-512 (1996)). La importancia de C5a en la lesion pulmonar mediada por inmunocomplejos
se confirmo posteriormente en ratones (Bozic, C. R. et al., Science 26: 1103-1109 (1996)).

Se descubre que C5a es un mediador principal en la lesién por isquemia-reperfusion miocardica. La deplecion del
complemento redujo el tamarfio del infarto de miocardio en ratones (Weisman, H. F. et al., Science 249: 146-151
(1990)), y el tratamiento con anticuerpos anti-C5a redujo la lesiéon en un modelo de rata de isquemia-reperfusion de las
extremidades posteriores (Bless, N. M. et al., Am. J. Physiol. 276: L57-L63 (1999)). La lesion por reperfusion durante
un infarto de miocardio se redujo también notablemente en cerdos que se volvieron a tratar con una IgG monoclonal
anti-C5a (Amsterdam, E. A. et al., Am. J. Physiol. 268:H448-H457 (1995)). Un antagonista C5aR humano
recombinante reduce el tamafio del infarto en un modelo porcino de revascularizacion quirurgica (Riley, R. D. et al., J.
Thorac. Cardiovasc. Surg. 120: 350-358 (2000)).

Los neutrdfilos estimulados por C5a también contribuyen a numerosas enfermedades ampollosas (p. €j., penfigoide
ampolloso, pénfigo vulgar y pénfigo foliaceo). Estos son trastornos inflamatorios crénicos y recurrentes caracterizados
clinicamente por ampollas estériles que aparecen en el espacio subepidérmico de la piel y la mucosa. Aunque se cree
que los autoanticuerpos contra los queratinocitos situados en las membranas basales cutaneas forman la base del
desprendimiento de los queratinocitos basales epidérmicos de la membrana basal subyacente, las ampollas se
caracterizan igualmente por la acumulaciéon de neutréfilos tanto en las capas dérmicas superiores como en las
cavidades de las ampollas. En modelos experimentales una reduccion de neutréfilos o ausencia del complemento
(total o selectiva en C5) puede inhibir la formacién de ampollas subepidérmicas, incluso en presencia de altos titulos de
autoanticuerpo.

Los niveles del complemento son elevados en pacientes con artritis reumatoide (Jose, P. J. et al., Ann. Rheum. Dis. 49:
747-752 (1990); Grant, E. P., et al., J. of Exp. Med., 196(11): 1461-1471, (2002)), nefritis lpica (Bao, L., et al., Eur. J.
of Immunol., 35(8), 2496-2506, (2005)) y lupus eritematoso sistémico (LES) (Porcel, J. M. et al., Clin. Immunol.
Immunopathol. 74: 283-288 (1995)). Los niveles de C5a se relacionan con la gravedad del estado de la enfermedad.
La artritis inducida por colageno en ratones y ratas se asemeja a la enfermedad de artritis reumatoide en humanos. Los
ratones deficientes del receptor C5a demostraron una proteccion completa de la artritis inducida por inyeccién de Acs
monoclonales anti-colageno (Banda, N. K., et al., J. of Immunol., 2003, 171: 2109-2115). Por lo tanto, la inhibicion de
Cb5a y/o receptor C5a (C5aR) podria resultar util en el tratamiento de estas enfermedades crénicas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734746 T3

Se considera que el sistema del complemento se activa en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y se
cree que desempefia un papel en la patogénesis de la enfermedad. Los productos del complemento activado se
encontraron en la cara luminal de las células epiteliales de la superficie, asi como en la mucosa muscular y en los
vasos sanguineos de la submucosa en pacientes con Ell (Woodruff, T. M., et al., J of Immunol, 2003, 171: 5514-5520).

La expresion de C5aR se aumenta en astrocitos reactivos, microglia y células endoteliales en un sistema nervioso
central humano inflamado (Gasque, P. et al., Am. J. Pathol. 150: 31-41 (1997)). C5a podria estar implicado en
enfermedades neurodegenerativas, tales como enfermedad de Alzheimer (Mukherjee, P. et al., J. Neuroimmunol. 105:
124-130 (2000); O'Barr, S. et al., J. Neuroimmunol. (2000) 105: 87-94; Farkas, I., et al. J. Immunol. (2003)
170:5764-5771), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick y encefalopatias espongiformes transmisibles. La
activacion de C5aR neuronal puede inducir apoptosis (Farkas | et al. J. Physiol. 1998; 507: 679-687). Por lo tanto, la
inhibicion de C5a y/o C5aR también podria resultar util en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Hay indicios de que la produccion de C5a empeora la inflamacion asociada con la dermatitis atopica (Neuber, K., et al.,
Immunology 73:83-87, (1991)), y urticaria crénica (Kaplan, A. P., J. Allergy Clin. Immunol. 114; 465-474, (2004).

Actualmente la psoriasis se conoce por ser una enfermedad mediada por linfocitos T (Gottlieb, E. L. et al., Nat. Med. 1:
442-447 (1995)). No obstante, los neutréfilos y mastocitos también pueden estar involucrados en la patogénesis de la
enfermedad (Terui, T. et al., Exp. Dermatol. 9: 1-10; 2000); Werfel, T. et al., Arch. Dermatol. Res. 289: 83-86 (1997)).
La acumulacién de neutrdéfilos en el estrato corneo se observa en zonas muy inflamadas de las placas psoriasicas, y
los extractos (escama) de lesion psoriasica contienen niveles muy elevados de C5a y exhiben una potente actividad
quimiotactica hacia los neutrdfilos, un efecto que puede inhibirse por la adiciéon de un anticuerpo C5a. Los linfocitos Ty
los neutrdfilos se quimioatraen por C5a (Nataf, S. et al., J. Immunol. 162: 4018-4023 (1999); Tsuji, R. F. et al., J.
Immunol. 165: 1588-1598 (2000); Cavaillon, J. M. et al., Eur. J. Immunol. 20: 253-257 (1990)). Adicionalmente se ha
demostrado la expresion de C5aR en células dendriticas plasmacitoides (CDp) aisladas de lesiones de lupus
eritematoso cutaneo y estas células se mostraron para exhibir el comportamiento quimiotactico hacia C5a, lo que
sugiere que el bloqueo de C5aR en CDp podria ser eficaz en la reduccién de la infiltracién de CDp en la piel inflamada
tanto en LES vy psoriasis. Por lo tanto, C5a podria ser una importante diana terapéutica para el tratamiento de la
psoriasis.

Los inmunocomplejos (IC) que contienen inmunoglobulina G contribuyen a la patofisiologia de una serie de
enfermedades autoinmunitarias, tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, enfermedad de Sjogren,
sindrome de Goodpasture, y neumonitis por hipersensibilidad (Madaio, M. P., Semin. Nephrol. 19: 48-56 (1999);
Korganow, A. S. et al., Immunity 10: 451-459 (1999); Bolten, W. K., Kidney Int. 50: 1754-1760 (1996); Ando, M. et al.,
Curr Opin. Pulm. Med. 3: 391-399 (1997)). Estas enfermedades son muy heterogéneas y afectan generalmente a uno
0 mas de los siguientes 6rganos: piel, vasos sanguineos, articulaciones, rifiones, corazén, pulmones, sistema nervioso
e higado (incluyendo cirrosis y fibrosis hepatica). El modelo animal clasico para la respuesta inflamatoria en estas
enfermedades por IC es la reaccidon de Arthus, que se caracteriza por la infiltracion de células polimorfonucleares,
hemorragia y exudacion plasmatica (Arthus, M., C. R. Soc. Biol. 55: 817-824 (1903)). Estudios recientes muestran que
los ratones deficientes de C5aR se protegen de la lesion tisular inducida por IC (Kohl, J. et al., Mol. Immunol. 36:
893-903 (1999); Baumann, U. et al., J. Immunol. 164: 1065-1070 (2000)). Los resultados son consistentes con la
observacion de que un antagonista anti-C5aR peptidico pequeio inhibe la respuesta inflamatoria causada por la
deposicion de IC (Strachan, A. J. et al., J. Immunol. 164: 6560-6565 (2000)). Junto con su receptor, C5a desempeiia un
papel primordial en la patogénesis de enfermedades por IC. Los inhibidores de C5a y C5aR podrian resultar ttiles para
el tratamiento de estas enfermedades.

Descripcion de la técnica relacionada

Recientemente se han descrito en la literatura antagonistas no peptidicos basados en el receptor C5a (p. €j.,
Sumichika, H., et al., J. Biol. Chem. (2002), 277, 49403-49407). El antagonista no peptidico basado en el receptor C5a
se ha descrito por ser eficaz en el tratamiento del choque endotdxico en ratas (Stracham, A. J., et al., J. of Immunol.
(2000), 164(12): 6560-6565); y en el tratamiento de Ell en un modelo de rata (Woodruff, T. M., et al., J of Immunol,
2003, 171: 5514-5520). Los moduladores no peptidicos basados en el receptor C5a también se han descrito en la
literatura de patentes por Neurogen Corporation, (p. ej., documentos WQO2004/043925, W0O2004/018460,
WO2005/007087, WOO03/082826, WO03/08828, WO02/49993, WO03/084524); Dompe S.P.A. (documento
W002/029187); y la Universidad de Queenland (documento W02004/100975).

Hay una evidencia experimental considerable en la literatura que implica un aumento de los niveles de C5a con una
serie de enfermedades y trastornos, en particular en las enfermedades y trastornos autoinmunitarios e inflamatorios.
Por consiguiente, persiste una necesidad en la materia de nuevos moduladores de molécula organica pequefia, p. €j.,
agonistas, preferentemente antagonistas, agonistas parciales, del receptor C5a (C5aR) que resultan Uutiles en la
inhibicion de acontecimientos patogénicos, p. €j., quimiotaxis asociada con un aumento de los niveles de la actividad
de anafilatoxina. La presente invencion satisface esta y otras necesidades.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2734746 T3

Breve sumario de la invencion

Se desvelan compuestos que tienen la férmula:

]
N,C
H

[N

A

c? o a;

y sales, hidratos y rotdbmeros de los mismos farmacéuticamente aceptables; donde

C' se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heteroarilo, donde el grupo heteroarilo tiene entre 1-3
heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S; y donde dichos grupos arilo y heteroarilo
estan opcionalmente sustituidos con 1 a 3 sustituyentes R;

C? se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heteroarilo, donde el grupo heteroarilo tiene entre 1-3
heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S; y donde dichos grupos arilo y heteroarilo
estan opcionalmente sustituidos con 1 a 3 sustituyentes R?;

C® se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C1.s, cicloalquilo Css, cicloalquil Czs-alquilo C14, arilo,
aril-alquilo C1.4, heteroarilo, heteroaril-alquilo C1.4, heterocicloalquilo o heterocicloalquil-alquilo C+.4, donde el grupo
0 porcion heterocicloalquilo tiene entre 1-3 heteroatomos seleccionados entre N, O y S, y donde el grupo
heteroarilo tiene entre 1-3 heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S, y cada C® esta
opcionalmente sustituido con entre 1-3 sustituyentes RS,

cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -CN, -R¢, -CO2R? -CONR?RP,
-C(O)R?, -OC(O)NR2RP, -NRPC(O)R?, -NRbC(0)2R°, -NR2-C(O)NR?RP, -NR2C(O)NR?RP, -NR®RP, -OR? y
-S(0)2NR2®RP; donde cada R? y RP se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo C+.s, y haloalquilo
C1-s, 0 cuando unido al mismo atomo de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un
anillo de cinco o seis miembros que tiene de 0 a 2 heteroatomos adicionales como miembros del anillo
seleccionados entre N, O o S; cada R° se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo
C1-s, haloalquilo C1-s, cicloalquilo Cs-, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, y donde las porciones alifaticas y
ciclicas de R?, R° y R° estan ademas opcionalmente sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, hidroxi, metilo,
amino, alquilamino y dialquilamino; y opcionalmente cuando dos sustituyentes R estan en atomos adyacentes, se
combinan para formar un anillo carbociclico de cinco o seis miembros condensado;

cada R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -CN, -Rf, -CO2R¢, -CONRURs,
-C(O)RY, -OC(O)NRURe, -NR°C(O)RY, -NReC(O):Rf, -NRIC(O)NRIR®, -NRIC(O)NRIR®, -NRIRe, -OR? y
-S(0)2NRYR®; donde cada RY y Re se selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo C1.s, y haloalquilo
C1-s, 0 cuando unido al mismo atomo de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un
anillo de cinco o seis miembros que tiene de 0 a 2 heteroatomos adicionales como miembros del anillo
seleccionados entre N, O o S; cada Rf se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo
C1.s, haloalquilo C1.s, cicloalquilo Cs.6, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, y donde las porciones alifaticas y
ciclicas de RY, R® y Rf estan ademas opcionalmente sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, hidroxi, metilo,
amino, alquilamino y dialquilamino;

cada R?® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -CN, -R", -CO2R9, -CONRR",
-C(O)R9, -OC(O)NRIR", -NRNC(O)R9, -NRMC(O)2R|, -NRIC(O)NRIR", -NRIR", -ORY, -S(O)2NRIR", -X*-Ri,
-X4-NR9IR", -X4-CONRIR", -X*-NR"C(O)RY, -NHR! y -NHCH2RJ, donde X* es un alquileno C14; cada R9 y R" se
selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo C1-s, cicloalquilo Cs6 y haloalquilo C1-s, 0 cuando unido al
mismo atomo de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de cinco o seis
miembros que tiene de 0 a 2 heteroatomos adicionales como miembros del anillo seleccionados entre N, O 0 S'y
esta opcionalmente sustituido con uno o dos oxo; cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en alquilo Ci.s, haloalquilo C1-s, cicloalquilo Cs.s, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo; y cada Ri se
selecciona entre el grupo que consiste en cicloalquilo Cs-s, pirrolinilo, piperidinilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo y
tetrahidropiranilo, y donde las porciones alifaticas y ciclicas de RY, R", R' y Ri estan ademas opcionalmente
sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, metilo, CF3, hidroxi, amino, alquilamino y dialquilamino; y

X es hidrégeno o CHs.

Se describen composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de estos compuestos, asi como métodos para el
uso de estos compuestos en métodos terapéuticos, principalmente para tratar enfermedades asociadas a la actividad
de sefalizacion Cba.

Se describen métodos de diagndstico de la enfermedad en un individuo. En estos métodos, los compuestos descritos
en el presente documento se administran en forma marcada a un sujeto, seguido de formacién de imagenes de
diagnostico para determinar la presencia o ausencia de C5aR7. En un aspecto relacionado, un método de diagnostico
de la enfermedad se lleva a cabo poniendo en contacto una muestra de tejido o de sangre con un compuesto marcado
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como se describe en este documento y determinar la presencia, ausencia o cantidad de C5aR en la muestra.

La presente invencion también proporciona un compuesto que tiene la férmula:

0
OEt

Iz

NHBoc

La presente invencion también proporciona un compuesto que tiene la férmula:

i
O o=
L
H
NHBoc

La presente invencion también proporciona un compuesto que tiene la formula:

NHBoc

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona estructuras y la actividad para los compuestos representativos. Los compuestos prepararon
usualmente métodos como los descritos generalmente a continuacion, asi como métodos proporcionados en los
Ejemplos.

Descripcion detallada de la invencién
I. Abreviaturas y definiciones

El término "alquilo”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se indique otra cosa, un
radical de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, que tiene el nimero de atomos de carbono designados (es decir
C1.s significa de uno a ocho carbonos). Los ejemplos de grupos alquilo incluyen por ejemplo metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, n-pentilo, n- hexilo, n-heptilo y n-octilo. El término "alquenilo” se refiere
a un grupo alquilo insaturado que tiene uno o mas dobles enlaces. De forma analoga, el término "alquinilo" se refiere a
un grupo alquilo insaturado que tiene uno o mas triples enlaces. Los ejemplos de tales grupos alquilo insaturados
incluyen vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y
3-propinilo, 3-butinilo y los isémeros y homoélogos superiores. El término "cicloalquilo" se refiere a anillos de
hidrocarburo que tiene el nimero indicado de atomos en el anillo (por ejemplo, cicloalquilo Cs-6) y que esta totalmente
saturado o que no tiene mas de un doble enlace entre los vértices del anillo. "Cicloalquilo" también intenta referirse a
anillos de hidrocarburo biciclicos o policiclicos tales como, por ejemplo, biciclo[2,2.1]heptano o biciclo[2,2.2]octano. El
término "heterocicloalquilo” se refiere a un grupo cicloalquilo que contiene de uno a cinco heteroatomos seleccionados
entre N, O, y S, donde los atomos de nitrégeno y azufre se oxidan opcionalmente, y el atomo o atomos de nitrégeno se
cuaternizan opcionalmente. El heterocicloalquilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico o policiclico.
Ejemplos no limitantes de grupos heterocicloalquilo incluyen pirrolidina, imidazolidina, pirazolidina, butirolactama,
valerolactama, imidazolidinona, hidantoina, dioxolano, ftalimida, piperidina, 1,4-dioxano, morfolina, tiomorfolina,
tiomorfolina-S-6xido, tiomorfolina-S,S-6xido, piperazina, pirano, piridona, 3-pirrolina, tiopirano, pirona,
tetrahidrofurano, tetrhidrotiofeno y quinuclidina. Un grupo heterocicloalquilo puede unirse al resto de la molécula a
través de un carbono del anillo o un heteroatomo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734746 T3

El término "alquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un radical divalente obtenido a partir de
un alcano, como se ejemplifica por -CH2CH2CH2CH>-. Tipicamente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24
atomos de carbono, con en la presente invencion se preferiran los grupos que tienen 10 o menos atomos de carbono.
Un "alquilo inferior" o "alquileno inferior" es un grupo alquilo o alquileno de cadena corta, que generalmente tiene
cuatro o menos atomos de carbono. De forma analoga, "alquenileno" y "alquinileno" se refirieren a las formas
insaturadas de "alquileno" que tiene dobles o triples enlaces, respectivamente.

El término "heteroalquilo”, por si mismo o junto con otro término, significa, a menos que se indique otra cosa, una
cadena estable lineal o ramificada o un radical de hidrocarburo ciclico o combinaciones de los mismos, que consiste en
el numero indicado de atomos de carbono y de uno a tres heteroatomos seleccionados entre el grupo que consiste en
O, N, Siy S, y donde los atomos de nitrégeno y azufre pueden opcionalmente oxidarse y el heteroatomo de nitrégeno
puede opcionalmente cuaternizarse. El heterodtomo o heteroatomos de O, N y S pueden colocarse en cualquier
posicion interior del grupo heteroalquilo. El heteroatomo de Si puede colocarse en cualquier posicién del grupo
heteroalquilo, que incluye la posicion en la que el grupo alquilo se une al resto de la molécula. Los ejemplos incluyen
-CH2-CH2-O-CHj, -CH2-CH2-NH-CHs, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs, -CH2-S-CH2-CHjs, -CH2-CH2,-S(O)-CHs,
-CH2-CH2-S(0)2-CHs, -CH=CH-0O-CHj3, -Si(CHs3)s, -CH2-CH=N-OCH3 y-CH=CH- N(CHz3)-CHs. Pueden estar de forma
consecutiva hasta dos heteroatomos, tales como, por ejemplo, -CH2-NH-OCHjs y -CH2-O-Si(CHs)s. De forma analoga,
los términos "heteroalquenilo” y "heteroalquinilo” por si mismo o junto con otro término, significa, a menos que se
indique otra cosa, un grupo alquenilo o un grupo alquinilo, respectivamente, que contiene el niumero indicado de
carbonos y que tiene de uno a tres heteroatomos seleccionados entre el grupo que consiste en O, N, Siy S, y donde
los atomos de nitrégeno y azufre pueden opcionalmente oxidarse y el heteroatomo de nitrégeno puede opcionalmente
cuaternizarse. El heterodtomo o heterodtomos de O, N y S pueden colocarse en cualquier posicion interior del grupo
heteroalquilo.

El término "heteroalquileno™ por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un radical divalente, saturado o
insaturado o poliinsaturado, obtenido a partir de heteroalquilo, como se ejemplifica por -CH2-CH2-S-CH2CHz2- y -CH2-S-
CH2-CH2-NH-CHz-, -O-CH2-CH=CH-, -CH2-CH=C(H)CH2-O-CHz- y -S-CH2-C=C-. Para grupos heteroalquileno, los
heteroatomos también pueden ocupar cualquier o ambos extremos de la cadena (por ejemplo, alquilenooxi,
alquilenodioxi, alquilenoamino o alquilendiamino).

Los términos "alcoxi," "alquilamino" y "alquiltio" (o tioalcoxi) se usan en su sentido convencional, y se refieren a los
grupos alquilo unidos al resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno, un grupo amino o un atomo de azufre,
respectivamente. Ademas, para los grupos dialquilamino, las porciones alquilo pueden ser las mismas o diferentes y
también pueden combinarse para formar un anillo de 3-7 miembros con el atomo de nitrégeno al que se une cada uno.
Por consiguiente, un grupo representado como -NR2RP pretende incluir, por ejemplo piperidinilo, pirrolidinilo,
morfolinilo y azetidinilo.

Los términos "halo" o "halégeno," por si mismos o como parte de otro sustituyente, significan, a menos que se indique
otra cosa, un atomo de fluor, cloro, bromo o yodo. Ademas, términos tales como "haloalquilo," pretenden incluir
monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término "haloalquilo C1-4" pretende incluir, por ejemplo trifluorometilo,
2,2, 2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo y 3-bromopropilo.

El término "arilo" significa, a menos que se indique otra cosa, un grupo hidrocarburo, tipicamente aromatico,
poliinsaturado que puede ser un anillo Unico o anillos miultiples (hasta tres anillos) que se condensan juntos o se
enlazan covalentemente. El término "heteroarilo” se refiere a grupos arilo (o anillos) que contienen de uno a cinco
heteroatomos seleccionados entre N, O, y S, donde los dtomos de nitrégeno y azufre se oxidan opcionalmente, y el
atomo o atomos de nitrégeno se cuaternizan opcionalmente. Un grupo heteroarilo puede unirse al resto de la molécula
a través de un heteroatomo. Los ejemplos no limitantes de grupos arilo incluyen fenilo, naftilo y bifenilo, mientras que
los ejemplos no limitantes de grupos heteroarilos incluyen piridilo, piridazinilo, pirazinilo, pirimindinilo, triazinilo,
quinolinilo, quinoxalinilo, quinazolinilo, cinnolinilo, ftalaziniilo, benzotriazinilo, purinilo, benzoimidazolilo,
benzopirazolilo, benzotriazolilo, benzoisoxazolilo, isobenzofurilo, isoindolilo, indolizinilo, benzotriazinilo, tienopiridinilo,
tienopirimidinilo, pirazolopirimidinilo, imidazopiridinas, benzotiaxolilo, benzofuranilo, benzotienilo, indolilo, quinolilo,
isoquinolilo, isotiazolilo, pirazolilo, indazolilo, pteridinilo, imidazolilo, triazolilo, tetrazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiadiazolilo, pirrolilo, tiazolilo, furilo y tienilo. Los sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillo arilo y heteroarilo
indicados anteriormente se seleccionan entre el grupo de sustituyentes aceptables descritos a continuacion.

Brevemente, el término "arilo" cuando se usa junto con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi, arilalquilo) incluye
tanto anillo arilo y heteroarilo como se ha definido anteriormente. Por lo tanto, el término "arilalquilo” pretende incluir los
radicales en los que un grupo arilo se une a un grupo alquilo (por ejemplo, bencilo, fenetilo o piridilmetilo).

Los términos anteriores (por ejemplo, "alquilo," "arilo" y "heteroarilo"), en algunas realizaciones, incluiran tanto formas
sustituidas como sin sustituir del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se
proporcionan a continuacion. Brevemente, los términos arilo y heteroarilo se referiran a versiones sustituidas y sin
sustituir como se proporcionan a continuacion, mientras que el término "alquilo" y los radicales alifaticos relacionados
haran referencia a la version sin sustituir, a menos que se indique que esta sustituida.
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Los sustituyentes para los radicales alquilo (que incluyen los grupos denominados, a menudo, como alquileno,
alquenilo, alquinilo y cicloalquilo) pueden ser una variedad de grupos seleccionados entre: -halégeno, -OR’, -NR'R",
-SR’, -SiR'R"R", -OC(O)R’, -C(O)R’, -CO2R’, -CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R’, -NR’-C(O)NR"R", -NR"C(0O)2R’,
-NH-C(NH2)=NH, -NR’C(NH2)=NH, -NH- C(NH2)=NR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -S(0)2NR’R", -NR’S(0O)2R", -CN y -NO2 en un
numero en el intervalo de cero a (2 m’+1), donde m’ es el numero total de atomos de carbono en tal radical. R’, R"y R"
cada uno independientemente se refieren a hidrégeno, alquilo C1.s sin sustituir, heteroalquilo sin sustituir, arilo sin
sustituir, arilo sustituido con 1-3 halégenos, alquilo C1.s sin sustituir, grupos alcoxi C1s o tioalcoxi C1.s 0 grupos
aril-alquilo C14 sin sustituir. Cuando R’ y R" se unen al mismo atomo de nitrégeno, pueden combinarse con el atomo de
nitrégeno para formar un anillo de 3, 4, 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, -NR'R" pretende incluir 1-pirrolidinilo y
4-morfolinilo. El término "acilo" como se usa por si mismo o como parte de otro grupo, se refiere a un radical alquilo
donde dos sustituyentes en el carbono que esta mas préximo al punto de union para el radical, se reemplaza con el
sustituyente =O (por ejemplo, -C(O)CHs, o -C(O)CH2CH20R’).

De forma anéloga, los sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo varian y se selecciona generalmente entre:
-halégeno, -OR’, -OC(O)R’, -NR'R", -SR’, -R’, -CN, -NO2, -CO2R’, -CONR'R", -C(O)R’, -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R’,
-NR"C(0O)2R’, -NR’-C(O)NR"R"™, -NH-C(NH2)=NH, -NR’C(NH2)=NH, -NH-C(NH2)=NR’, -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)2NR’R",
-NR’S(0O)2R", -Ns, perfluoroalcoxi (C1-C4) y perfluoroalquilo (C1-C4), en un nimero en el intervalo de caro al numero total
de valencias abiertas en el sistema de anillo aromatico; y donde R’, R" y R"™ se selecciona independientemente entre
hidrogeno, alquilo C1.s, cicloalquilo Css, C2s alquenilo, Czs alquinilo, arilo sin sustituir y heteroarilo, (arilo sin
sustituir)-alquilo C14, y ariloxi-alquilo C14 sin sustituir. Otros sustituyentes adecuados incluyen cada uno de los
sustituyentes arilo anteriores unidos a un atomo del anillo por un enlace alquileno de entre 1-4 atomos de carbono.

Dos de los sustituyentes en los atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo pueden reemplazarse con un
sustituyente de la formula -T-C(O)-(CH2)q-U-, donde T y U son independientemente -NH-, -O-, -CH2- 0 un enlace
sencillo, y g es un numero entero de entre 0 a 2. Como alternativa, dos de los sustituyentes en los atomos adyacentes
del anillo arilo o heteroarilo pueden reemplazarse opcionalmente con un sustituyente de la férmula -A-(CH2)-B-, donde
Ay B son independientemente -CHa-, -O-, -NH-, -S-, -S(O)-, -S(O)2-, -S(0)2NR’- 0 un enlace sencillo, y r es un nimero
entero de entre 1 a 3. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo asi formado puede reemplazarse opcionalmente
con un doble enlace. Como alternativa, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo
pueden reemplazarse opcionalmente con un sustituyente de la féormula -(CH2)s-X-(CHz2)-, donde s y t son
independientemente numero enteros de entre 0 a 3, y X es -O-, -NR’-, -S-,-S(0)-, -S(0)2- 0 -S(0O)2NR’-. El sustituyente
R’ en -NR’- y -S(O)2NR’- se selecciona entre hidrégeno o alquilo C1-6 sin sustituir.

Como se usa en la presente memoria, el término "heteroatomo" pretende incluir oxigeno (O), nitrégeno (N), azufre (S)
y silicio (Si).

La expresion "liquido iénico " se refiere a cualquier liquido que contiene mayoritariamente iones. Preferentemente, en
la presente invencion, "liquido idnico" se refiere a las sales cuyo punto de fusion es relativamente bajo (por ejemplo,
por debajo de 250°C). Ejemplos de liquidos ionicos incluyen, pero sin limitacion, tetrafluoroborato de
1-butil-3-metilimidazolio, tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio, tetrafluoroborato de 1-octil-3-metilimidazolio,
tetrafluoroborato de 1-nonil-3-metilimidazolio, tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, hexafluorofosfato de
1-hexil-3-metilimidazolio y bromuro de 1-hexil-3-metilimidazolio.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” pretende incluir sales de los compuestos activos que se preparan
con acidos o bases relativamente no téxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares encontrados en los
compuestos descritos en el presente documento. Cuando los compuestos descritos en el presente documento
contienen funcionalidades relativamente acidas, pueden obtenerse sales de adicién de base poniendo en contacto la
forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, ya sea pura o en un disolvente
inerte adecuado. Ejemplos de sales obtenidas a partir de bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen,
por ejemplo sales de aluminio, amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, litio, magnesio, manganicas, manganosas,
potasio, sodio y cinc. Las sales obtenidas a partir de bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de
aminas primarias, secundarias y terciarias, que incluyen, por ejemplo aminas sustituidas, aminas ciclicas y aminas de
origen natural, tales como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N’-dibenciletiiendiamina, dietilamina,
2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina,
glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperadina, resinas
de poliamina, procaina, purinas, teobromo, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina y trometamina. Cuando los
compuestos de la presente invencion contienen funcionalidades relativamente basicas, pueden obtenerse sales de
adicion de acido poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido
deseado, ya sea puro o en un disolvente inerte adecuado. Ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente
aceptables incluyen los obtenidos a partir de acidos inorganicos, como por ejemplo &cido clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, carbonico, monohidrogenocarbonico, fosférico, monohidrégenofosférico, dihidrogenofosforico, sulfurico,
monohidrogensulfurico, yodhidrico o fosforoso asi como sales obtenidas a partir de acidos organicos relativamente no
téxicos, como por ejemplo acético, propionico, isobutiroco, maldnico, benzoico, succinico, subérico, fumarico,
mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-tolil-sulfonico, citrico, tartarico, metanosulfénico. También se incluyen sales de
aminoacidos, tales como arginato y sales de acidos organicos, como por ejemplo acido glucurénico o galactunérico
(véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al, "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19).
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Determinados compuestos especificos de la presente invencion contiene tanto funcionalidades basicas como acidas
que permiten que los compuestos se conviertan en sales de adicién de base o de acido.

Las formas neutras de los compuestos pueden regenerarse poniendo en contacto la sal con una base o acido y
aislando el compuesto precursor de la manera convencional. La forma precursora del compuesto difiere de las
diversas formas de sal en determinadas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares, pero en
otros aspectos las sales son equivalentes a la forma precursora para los propésitos de la presente invencion.

Los profarmacos de los compuestos descritos en el presente documento son los compuestos que se someten
facilmente a condiciones fisiolégicas para proporcionar los compuestos descritos. Ademas, los profarmacos pueden
convertirse a los compuestos descritos por métodos quimicos o bioquimicos en un medio ambiente ex vivo. Por
ejemplo, los profarmacos pueden convertirse lentamente a los compuestos cuando se colocan en un reservorio de un
parche transdermal con una enzima adecuada o reactivo quimico.

Determinados compuestos descritos en el presente documento pueden existir en formas no solvatadas, asi como
formas solvatadas, que incluyen formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas
no solvatadas y se pretenden abarcar dentro del alcance de la presente invencion. Determinados compuestos pueden
existir en multiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son equivalentes para los usos
contemplados por la presente divulgacion.

Determinados compuestos de la presente invencion poseen atomos de carbono asimétricos (centros épticos) o dobles
enlaces; los racematos, diastereémeros, isomeros geométricos, regioisomeros e isomeros individuales (por ejemplo,
enantiomeros separados) se pretenden abarcar dentro del alcance de la presente invencion. Los compuestos de la
presente invencion también pueden contener proporciones no naturales de is6topos atémicos en uno o0 mas de los
atomos que constituyen tales compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden estar radiomarcados con isétopos
radioactivos, tales como por ejemplo tritio (3H), yodo-125 ('2%1) o carbono-14 ('#C). Todas las variaciones isotdpicas de
los compuestos de la presente invencién, ya sean radioactivas o no, se pretenden abarcar dentro del alcance de la
presente invencion.

Il. Compuestos

En un aspecto, Se describen compuestos que tienen la formula I:

X .C!
N

H

NT TC3

A

cZ o (D;

y sales, hidratos y rotébmeros de los mismos farmacéuticamente aceptables; donde

C' se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heteroarilo, donde el grupo heteroarilo tiene entre 1-3
heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S; y donde dichos grupos arilo y heteroarilo
estan opcionalmente sustituidos con 1 a 3 sustituyentes R;

C? se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heteroarilo, donde el grupo heteroarilo tiene entre 1-3
heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S; y donde dichos grupos arilo y heteroarilo
estan opcionalmente sustituidos con 1 a 3 sustituyentes R?;

C® se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C1.s, cicloalquilo Css, cicloalquil Czs-alquilo C14, arilo,
aril-alquilo C1.4, heteroarilo, heteroaril-alquilo C1.4, heterocicloalquilo o heterocicloalquil-alquilo C+.4, donde el grupo
0 porcidn heterocicloalquilo tiene entre 1-3 heteroatomos seleccionados entre N, O y S, y donde el grupo
heteroarilo tiene entre 1-3 heteroatomos como miembros del anillo seleccionados entre N, O y S, y cada C® esta
opcionalmente sustituido con entre 1-3 sustituyentes R3;

cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -CN, -R¢, -CO2R?, -CONR?RP,
-C(O)R?, -OC(O)NR®RP, -NRPC(O)R%, -NRPC(0)2R°, -NR2-C(O)NR?RP, -NR2C(O)NRZR®, -NR?RP, -OR? y
-S(0)2NR2®RP; donde cada R? y RP se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo C+.s, y haloalquilo
C1-s, 0 cuando unido al mismo atomo de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un
anillo de cinco o seis miembros que tiene de 0 a 2 heteroatomos adicionales como miembros del anillo
seleccionados entre N, O o S; cada R° se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo
C1-s, haloalquilo C1-s, cicloalquilo Cs-, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, y donde las porciones alifaticas y
ciclicas de R?, R° y R° estan ademas opcionalmente sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, hidroxi, metilo,
amino, alquilamino y dialquilamino; y opcionalmente cuando dos sustituyentes R estan en atomos adyacentes, se
combinan para formar un anillo carbociclico de cinco o seis miembros condensado;
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cada R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en haldégeno, -CN, -Rf, -CO2R¢Y, -CONRRe,
-C(O)RY, -OC(O)NRURe, -NR°C(O)RY, -NReC(O)Rf, -NRIC(O)NRIR®, -NRIC(O)NRRe, -NRIRe, -OR? vy
-S(0)2NRUYR¢; donde cada RY y Re se selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo C1.g, y haloalquilo
C1.s, 0 cuando unido al mismo dtomo de nitrégeno puede combinarse con el 4tomo de nitrégeno para formar un
anillo de cinco o seis miembros que tiene de 0 a 2 heterodtomos adicionales como miembros del anillo
seleccionados entre N, O o S; cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo
C1.s, haloalquilo C1.s, cicloalquilo Cs.s, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, y donde las porciones alifaticas y
ciclicas de RY, Re y Rf estan ademas opcionalmente sustituidas con de uno a tres grupos haldgeno, hidroxi, metilo,
amino, alquilamino y dialquilamino;

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -CN, -Ri, -CO2R9, -CONR9R",
-C(O)R9, -OC(O)NRIR", -NR'C(O)R9, -NRhC(O)2R!, -NRIC(O)NRIR", -NRIR", -OR9, -S(O)2NRIR", -X*-R),
-X4-NRIR", -X4-CONRIR", -X*-NR"C(O)RY, -NHR! y -NHCH2RJ, donde X* es un alquileno C14; cada R9 y R" se
selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo C1-s, cicloalquilo Cs- y haloalquilo C1-s, 0 cuando unido al
mismo atomo de nitrdgeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de cinco o seis
miembros que tiene de 0 a 2 heteroatomos adicionales como miembros del anillo seleccionados entre N, O o Sy
esta opcionalmente sustituido con uno o dos oxo; cada R se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en alquilo Ci.s, haloalquilo C1.s, cicloalquilo Cs.s, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo; y cada Ri se
selecciona entre el grupo que consiste en cicloalquilo Cs.s, pirrolinilo, piperidinilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo y
tetrahidropiranilo, y donde las porciones alifaticas y ciclicas de R9, R", R y Ri estan ademas opcionalmente
sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, metilo, CF3, hidroxi, amino, alquilamino y dialquilamino; y

X es hidrégeno o CHa.

En la formula |, el sustituyente C', en un aspecto, se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo, piridilo, indolilo y
tiazolilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes R'. Preferentemente, cada R' se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en haldgeno, -CN, -R¢, -NR2R? y -OR?, y donde cada R? y
RP se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo C1-s y haloalquilo C1-s, 0 cuando unido al mismo atomo
de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de pirrolidina ring; cada R® se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1.s, haloalquilo C+-s y cicloalquilo Cs-s, y donde
las porciones alifaticas y ciclicas de R?, RP y R® estan ademas opcionalmente sustituidas con de uno a tres grupos
hidroxi, metilo, amino, alquilamino y dialquilamino; y opcionalmente cuando dos sustituyentes R' estan en atomos
adyacentes, se combinan para formar un anillo carbociclico de cinco o seis miembros condensado. En aspectos
seleccionados, C' se selecciona entre:

E/GD %/Q\mtmm YO\CFS %’@/
EQD %/O\T\Eg' ‘*f@W ‘m/@z::
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Volviendo a la formula I, los sustituyentes C?, en un aspecto, se seleccionan entre el grupo que consiste en fenilo,

naftilo, piridilo y indolilo, cada uno de los cuales estd opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes R2.
5 Preferentemente, cada R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -Rf y -OR¢;

donde cada RY se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo Ci.s, y haloalquilo Ci-s; cada Rf se

selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Cis, haloalquilo Ci.s, cicloalquilo Cs.s,

heterocicloalquilo y heteroarilo, y donde las porciones alifaticas y ciclicas de R? y R estan ademas opcionalmente

sustituidas con de uno a tres grupos halégeno, hidroxi, metilo, amino, alquilamino y dialquilamino. En aspectos
10 seleccionados, C? se selecciona entre el grupo que consiste en:

1"
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CH,
CC, CC, of O
CHs CHj F Cl CF3
T X, 0 L )
F CH,4 r r
cC L0, 0 O
Cl F F HaC CHj3 HaC OCH3
CH4 CH, CH, CHy
" O 0, O X
Cl OCH3
F

Los sustituyentes C?, en algunos aspectos, se seleccionan entre el grupo que consiste en alquilo Cs., cicloalquilo Cs,
cicloalquil Cs-s-alquilo C1-2, fenilo, piridinilo, pirazolilo, piperidinilo, pirrolidinilo, piperidinilmetilo y pirrolidinilmetilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes R3. Preferentemente, cada R3 se selecciona
independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, -R', -CO2R9, -CONR9IR", -NR"C(O)R9, -NR"C(O)2R/,
-NR9R", -OR?, -X*-Ri, -X*-NR9R", -X*-CONRgR", -X*-NR"C(O)Rg, -NHR! y -NHCH2RJ, donde X* es un alquileno C1.3;
cada Rg y R" se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo C1-s, cicloalquilo Cs. y haloalquilo C1-8, 0
cuando unido al mismo atomo de nitrégeno puede combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de cinco
o seis miembros que tiene de 0 a 1 heteroatomos adicionales como miembros del anillo seleccionados entre N, O o0 S
y esta opcionalmente sustituido con uno o dos oxo; cada R' se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en alquilo C1.s, haloalquilo C1.s, cicloalquilo Cs.s, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo; y cada R/ se selecciona
entre el grupo que consiste en cicloalquilo Css, pirrolinilo, piperidinilo, morfolinilo, tetrahidrofuranoilo y
tetrahidropiranilo, y donde las porciones alifaticas y ciclicas de R9, R", Ry Ri estan ademas opcionalmente sustituidas
con de uno a ftres grupos halégeno, metilo, CFs, hidroxi, amino, alquilamino y dialquilamino. En aspectos
seleccionados, C? se selecciona entre el grupo que consiste en:

f\@ f‘i@\ . ﬁ@ &

CHq @ @

—

H3C‘\/N\/CH3 H3C CH3
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En otros aspectos, C® se selecciona entre el grupo que consiste en:
Tl o L W
l‘;l H/CO H
CH;
Cuos 00
OH
N F N
et Et H

f\©\/ .()EF f\©\o Jo f\g\jtﬁozs
j\'@“% f\@ﬁi’g ;@Tﬁ
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Volviendo a la férmula |, X es preferentemente H.
5 Subférmulas de Férmula I:

En un aspecto, los compuestos de formula | tienen la subférmula la:

Xﬁ\ .C1

N
I
N R
A

c? "o (Ia).

10
En un segundo aspecto, los compuestos de féormula | tienen la subférmula Ib:

(Ib).

15 En un tercer aspecto, los compuestos de férmula | tienen la subférmula Ic:

/I
(ﬁ S
N~ X!

H
[N

X2
P
(R Q

(Io)
donde X' se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR'; el subindice n es un nimero entero de entre 0 a 2;
X2 se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR?; y el subindice m es un nimero entero de entre 0 a 2.

20
En un cuarto aspecto, los compuestos de formula | tienen la subférmula Id:

14
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/I
L L e
SONT Y]

e,

C3

(1d)

donde X' se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR'; el subindice n es un nimero entero de entre 0 a 2;
X? se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR?; y el subindice m es un nimero entero de entre 0 a 2.

En un quinto aspecto, los compuestos de formula | tienen la subférmula le:

i L 3w
O—m
(RZ) /KjA P
(Ie)

donde el subindice p es un nimero entero de entre 0 a 3; X' se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR?;
10 el subindice n es un nimero entero de entre 0 a 2; X? se selecciona entre el grupo que consiste en N, CH y CR?; y el
subindice m es un numero entero de entre 0 a 2.

En otros aspectos, los compuestos se representan por:

Tal - K
15 (Ie’) (_Ie ) (Ie7)

donde los sustituyentes R, R? y R3 y el subindice p tienen todos los significados proporcionados en referencia a la
férmula I.

20 AuUn en otros aspectos, los compuestos se representan por:

CH R CHy N7 CH; N
e UL L
0 0 RY 0 R3
F F F

(e') (1e’) (i)
donde los sustituyentes R' y R® y el subindice p tienen todos los significados proporcionados en referencia a la férmula
I
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En un grupo de aspectos particularmente preferido, los compuestos se representan por la formula (le®) donde R® es un
miembro seleccionado entre el grupo que consiste en -NRIR", -NHRI y -NHCH2RJ, y cada R9, R" y R tienen los
significados proporcionados en referencia a la formula I.

En otro grupo de aspectos particularmente preferido, los compuestos se representan por la formula (le%) donde R® es
un miembro seleccionado entre el grupo que consiste en -X*-NR9IR", -X*-Ri'y -X*-NR"COR9Y y cada uno de X*, R9, R"y
Ri tienen los significados proporcionados en referencia a la formula I.

Los compuestos que tienen formula | pueden existir en diferentes formas diastereoméricas, por ejemplo, los
sustituyentes C'Y C? en las subformulas la y Ic pueden estar en posicién cis con respecto a la otra o en posicion trans
con respecto a la otra. Como se usa en el presente del presente documento, los términos cis o trans se usan en su
sentido convencional en las técnicas quimicas, es decir, refiriéndose a la posicion relativa de los sustituyentes entre si
con respecto a un plano de referencia, por ejemplo, un doble enlace o un sistema de anillo, tal como un sistema de
anillo tipo decalina o un sistema de anillo de hidroquinolona: en el isémero cis, los sustituyentes estan en el mismo lado
del plano de referencia, en el isémero trans los sustituyentes estan en lados opuestos. Ademas, se contempla
diferentes confémeros, asi como distintos rotameros. Los conféomeros son isémeros conformacionales que difieren por
la rotacion alrededor de un solo enlace o.

Preparacion de compuestos

Los expertos en la materia reconoceran que hay una diversidad de métodos disponibles para sintetizar moléculas
descritas. En general, los métodos Utiles para sintetizar los compuestos consisten de cuatro partes, que pueden
hacerse en cualquier orden: Formacién del anillo de piperidina, instalacion de dos enlaces amida e instalacion y/o
modificacion de los grupos funcionales en C', C?y C3.

Se ilustran a continuacion varios métodos para la preparacion de los compuestos (ec. 1-6).

16
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i 1
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Las ecuaciones 1-4 demuestran algunos métodos de formacion del anillo de piperidina. El acoplamiento en la posicion
2 del anillo de piridina puede realizarse a través de acoplamientos mediados por metales de transicion como se
demuestra en las ec. 1-2, o por adicion catalizada por metales de una especie organometdlica, tal como la sal cincato
0 magnesio (ec. 3). Posteriormente al acoplamiento a la posicion 2, la hidrogenacion mediada por metales de
transicion del anillo de piridina produjo el sistema de anillo de pipidina (ec. 1-3). Otro método da como resultado la
elaboraciéon de un B-aminoacido a un anillo de piperidina como se describe en la ec. 4. Los expertos en la materia
reconoceran que muchas metodologias sintéticas pueden producir piperdinas sustituidas, que incluyen ciclacion de
C-C o C-N de precursores aciclicos a través de alquilacién o metastesis de cierre del anillo. La estereoquimica relativa
puede establecer una diversidad de métodos, que incluyen selectividad durante la etapa de hidrogenacién. La
esteroquimica absoluta también puede establecerse a través de una variedad de métodos, a través del uso de
ligandos quirales o un auxiliar quiral, la separacién de diastereoisdmeros quirales, el uso de materiales de partida
quirales o resolucion clasica. Los compuestos con estereoquimica 2,3-trans pueden tener la estereoquimica relativa
establecida durante la formacion de la piperidina o pueden obtenerse a través de epimerizacion de una piperidina
2,3-cis como se ilustra en la ec. 5.
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N7 CB NT C3 ec. 5

02&0 c? ’&O

La acilacion del anillo de piperidina se describe en la ecuacion 6. En el caso de la ec. 6, X puede escogerse entre un
grupo apropiado, tal como OH, Cl y F o entre cualquier grupo capaz de activar un grupo carbonilo para la adicién de
una amina (por ejemplo, OSu, o imidazol). Tales acoplamientos pueden estar asistidos mediante el uso de bases
inorganicas y organicas, agentes de activacion, tales como HBTU, y también mediante catalizadores, en particular por
los catalizadores conocidos en la técnica que asisten en la formacién de enlaces amida, tales como DMAP o HOBT.
Las parejas de acoplamiento adecuadas incluyen un &cido carboxilico y una piperidina, un fluoruro de acilo y una
amina y semejantes. Los expertos en la materia reconoceran que hay otras combinaciones posibles que también
daran como resultado el producto deseado.

L.

| c0

O LOR O o
N l 3 ec. 6
H c2 o

Se han usado una variedad de métodos descritos anteriormente para preparar compuestos, algunos de los cuales se
describen en los ejemplos.

Una familia de compuestos especificos de particular interés que tiene la formula | consiste en compuestos, sales,
hidratos y rotémeros de los mismos farmacéuticamente aceptables, como se muestran en la Figura 1.

lll. Composiciones farmacéuticas

Ademas de los compuestos proporcionados anteriormente, las composiciones para modular la actividad C5a en seres
humanos y animales contendran tipicamente un portador o diluyente farmacéutico.

El término "composicién" como se usa en el presente documento pretende incluir un producto que comprende los
ingredientes especificos en las cantidades especificas, asi como cualquier producto que resulte, directa o
indirectamente, de la combinacién de los ingredientes especificos en las cantidades especificas. Por
"farmacéuticamente aceptable" se entiende que el portador, diluyente o excipiente debe ser compatible con otros
ingredientes de la formulacion y no ser perjudiciales para el receptor de la misma.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion de los compuestos puede presentarse convenientemente en
una forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de
farmacia y entrega de farmaco. Todos los métodos incluyen la etapa de llevar el principio activo en asociacion con el
portador que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las composiciones farmacéuticas se preparan
asociando uniforme e intimamente el principio activo en asociaciéon con un portador liquido o un portador soélido
finamente dividido o ambos, y después, si es necesario, dando forma al producto en la formulacién deseada. En la
composicion farmacéutica el compuesto objeto activo se incluye en una cantidad suficiente para producir el efecto
deseado tras el proceso o condicion de la enfermedad.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el principio activo pueden estar en una forma adecuada para su uso
oral, por ejemplo, como comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas U oleosas, polvos o granulos
dispersables, emulsiones y autoemulsiones como se describe en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
2002-0012680, capsulas duras o suaves, jarabes, elixires, soluciones, parche bucal, gel oral, goma de mascar,
comprimidos masticables, polvo efervescente y comprimidos efervescentes. Las composiciones pretendidas para uso
oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la fabricacién de composiciones
farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste
en agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes colorantes, agentes antioxidantes y conservantes para
proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y de buen sabor. Los comprimidos contienen el principio
activo con excipientes no toxicos farmacéuticamente aceptables que son adecuados para la fabricacion de
comprimidos. Estos excipientes pueden ser por ejemplo, diluyentes inertes, tales como celulosa, didxido de silicio,
oxido de aluminio, carbonato de calcio, carbonato sédico, glucosa, manitol, sorbitol, lactosa, fosfato de calcio o fosfato

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734746 T3

sédico; agentes granuladores y disgregantes, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico; agentes aglutinantes, por
ejemplo PVP, celulosa, PEG, almidén, gelatina o acacia y agentes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesio,
acido estearico o talco. Los comprimidos puedes estar sin recubrir o pueden estar recubiertos, entéricamente o de otra
manera, mediante técnicas conocidas para retardar la desintegracién y la absorcion en el tracto gastrointestinal y
proporcionar de esta manera una accién sostenida durante un periodo largo. Por ejemplo, puede emplearse un
material retardante, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. También pueden recubrirse por las
técnicas descritas en las Pat. de Estados Unidos n.° 4.256.108; 4.166.452; y 4.265.874 para formar comprimidos
osmotico terapéuticos de liberacién controlada.

Las formulaciones para uso oral también se presentan como capsulas de gelatina dura donde el principio activo se
mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, o como capsulas de
gelatina suave donde el principio activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por ejemplo aceite de cacahuete,
parafina liquida o aceite de oliva. Ademas, las emulsiones pueden prepararse con un ingrediente no miscible en agua,
tal como en forma de un aceite y se estabilizan con tensioactivos, tales como monodigliceridos o ésteres de PEG.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en mezcla con excipientes adecuados para la fabricacion
de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo carboximetilcelulosa sédica,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sddico, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma acacia; agentes
dispersantes y humectantes pueden ser un fosfatido de origen natural, por ejemplo lecitina, o productos de
condensacion de un oxido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo polioxietileno estearato, o productos de
condensacion de oxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenooxicetanol, o
productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales obtenidos a partir de acidos grasos y un hexitol,
tal como monooleato de polioxietileno sorbitol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales
obtenidos a partir de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polietileno sorbitan. Las
suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo etilo o n-propilo, p-
hidroxibenzoato, uno 0 mas agentes colorantes, uno 0 mas agentes saborizantes y uno o mas agentes edulcorantes,
tales como sacarosa y sacarina.

Las suspensiones oleosas pueden formularse suspendiendo el principio activo en un aceita vegetal, por ejemplo aceite
de mani, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral, tal como parafina liquida. Las
suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abeja, parafina dura o alcohol
cetilico. Los agentes edulcorantes, tales como los mostrados anteriormente y los agentes saborizantes pueden
afadirse para proporcionar un preparacion oral de buen sabor. Estas composiciones pueden conservarse mediante la
adicion de un antioxidante, tal como acido ascoérbico.

Los polvos y los granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan el principio activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, un agente de suspensién
y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes adecuados o los agentes de suspension se
ejemplifican mediante los mencionados anteriormente. También pueden presentarse los excipientes adicionales, por
ejemplo agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en agua. La fase oleosa
puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de olivo o aceite de maiz, o un aceite mineral, por ejemplo parafina
liguida o mezclas de estos. Los agentes de emulsificacion adecuados pueden ser gomas de origen natural, por
ejemplo goma acacia o goma tragacanto, fosfatidos de origen natural, por ejemplo haba de soja, lecitina y ésteres o
ésteres parciales obtenidos a partir de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de sorbitan y
productos de condensacién de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de polioxietileno
sorbitan. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y saborizantes.

Los jarabes y elixires pueden formularse con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol o
sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un agente emoliente, conservante y saborizante y colorante.
Las soluciones orales pueden prepararse en combinacién con, por ejemplo, ciclodextrina, PEG y tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension acuosa u oleaginosa inyectable. Esta
suspensién puede formularse de acuerdo con la técnica conocida usando los agentes dispersantes o humectantes
adecuados y los agentes de suspension que se han mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril
también puede ser una solucion o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente
aceptable, por ejemplo como una solucién en 1,3-butano diol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden
emplearse estan el agua, una solucion de Ringer y una solucidon isoténica de cloruro soédico. Ademas,
convencionalmente se usan aceites fijos estériles como disolvente o medio de suspension. Para este propdsito
cualquier aceite fijo blando puede emplearse, incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos,
tales como acido oleico encuentran uso en la preparacién de inyectables.

Los compuestos también pueden administrarse en forma de supositorios para administracion rectal del farmaco. Estas

composiciones pueden prepararse mediante mezclando el farmaco con un excipiente adecuado no irritante que es
solido a temperaturas comunes, pero es liquido a temperatura rectal y por lo tanto se fundira en el recto para liberar el

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734746 T3

farmaco. Tales materiales incluyen manteca de cacao y polietilenglicoles. Ademas, los compuestos pueden
administrarse a través de la entrega ocular por medio de soluciones o pomadas. Aun mas, la administracién
transdérmica de los compuestos en cuestion puede realizarse por medio de, por ejemplo parches iontoforéticos. Para
uso toépico, se emplean productos tales como cremas, pomadas, gelatinas, soluciones o suspensiones que contienen
los compuestos. Como se usa en el presente documento, también pretende incluirse en una aplicacion topica el uso de
lavados bucales y gargarismos.

Los compuestos también pueden acoplarse a un portador que es un polimero adecuado como portador farmaco diana.
Tales polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, polihidroxi-propil-metacrilamida-fenol,
polihidroxietil-aspartamida-fenol o polietilenooxide-polilisina sustituido con residuos de palmitoilo. Ademas, los
compuestos de la invencion pueden acoplarse a un portador que es una clase de polimeros degradables utiles para
conseguir la liberaciéon controlada de un farmaco, por ejemplo acido polilactico, acido poliglicélico, copolimeros de
acido polilactico y poliglicélico, poliepsildon de caprolactona, acido polihidroxi butirico, poliortoésteres, poliacetales,
polidihidropiranos, policianoacrilatos copolimeros de hidrogeles en bloque entrecruzados o anfipaticos. Los polimeros
y las matrices poliméricas semipermeables pueden formarse en articulos preformados, tales como, valvulas, estents,
tubos o protesis. En un aspecto de la invencion, el compuesto se acopla a un polimero o matriz polimérica
semipermeable que se forma como un estent o un dispositivo de injerto estent.

IV. Métodos de tratamiento de enfermedades y trastornos modulados por C5a

Los compuestos pueden emplearse como agonistas, (preferentemente) antagonistas, agonistas parciales, agonistas
inversos, de los receptores C5a en diversos contextos, tanto in vitro como in vivo. En un aspecto, los compuestos son
antagonistas C5aR que pueden utilizarse para inhibir la unién del ligando del receptor C5a (p. €j., C5a) al receptor C5a
in vitro o in vivo. En general, dichos métodos comprenden la etapa de poner en contacto un receptor C5a con una
cantidad suficiente de uno o mas moduladores del receptor C5a como se describen en el presente documento, en
presencia del ligando del receptor C5a en una solucion acuosa y en condiciones adecuadas para la unién del ligando al
receptor C5a. El receptor C5a puede estar presente en suspension (p. €j., en una membrana aislada o preparacion
celular), en una célula cultivada o aislada, o en un tejido u érgano.

Preferentemente, la cantidad de modulador del receptor C5a en contacto con el receptor ha de ser suficiente para
inhibir la unién de C5a al receptor C5a in vitro como se mide, por ejemplo, utilizando un ensayo de unién de
radioligandos, un ensayo de movilizaciéon de calcio, o un ensayo de quimiotaxis como se describe en el presente
documento.

En un aspecto, los moduladores C5a se usan para modular, preferentemente para inhibir, de la actividad de
transduccion de sefiales de un receptor C5a, por ejemplo, poniendo en contacto uno o mas compuestos con un
receptor C5a (ya sea in vitro o in vivo) en condiciones apropiadas para la unién del(los) modulador(es) al receptor. El
receptor puede estar presente en solucién o en suspensién, en una preparacion de células cultivadas o aisladas o en
un paciente. Cualquier modulacién de la actividad de transduccion de sefiales puede evaluarse por deteccion de un
efecto en ion calcio en la movilizacion del calcio o mediante la deteccion de un efecto en la quimiotaxis celular mediada
por el receptor C5a. En general, una cantidad eficaz del(los) modulador(es) C5a es una cantidad suficiente para
modular la actividad de transduccion de sefales del receptor C5a in vitro en un ensayo de movilizacién de calcio o
quimiotaxis celular mediada por el receptor C5a en un ensayo de migracion.

Cuando se emplean compuestos para inhibir la quimiotaxis celular mediada por el receptor C5a, preferentemente
quimiotaxis leucocitaria (p. ej., neutréfilos), en un ensayo de quimiotaxis in vitro, dichos métodos comprenden poner en
contacto los glébulos blancos (en particular, glébulos blancos de primate, especialmente glébulos blancos humanos)
con uno o mas compuestos de la invencion. Preferentemente, la concentracion es suficiente para inhibir la quimiotaxis
de los glébulos blancos en un ensayo de quimiotaxis in vitro, por lo que los niveles de la quimiotaxis observados en un
ensayo de control son significativamente mas elevados, como se ha descrito previamente, que los niveles observados
en un ensayo en el que se ha afiadido un compuesto de la invencion.

Los compuestos pueden emplearse ademas para tratar pacientes que padecen afecciones que son sensibles a la
modulacion del receptor C5a. Como se utiliza en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" abarca tanto
un tratamiento modificador de la enfermedad como un tratamiento sintomatico, cualquiera de los cuales puede ser
profilactico (es decir, antes del inicio de los sintomas, con el fin de prevenir, retrasar o reducir la gravedad de los
sintomas) o terapéutico (es decir, después del inicio de los sintomas, con el fin de reducir la gravedad y/o duracién de
los sintomas). Como se utiliza en el presente documento, una enfermedad se considera "sensible a la modulacién del
receptor C5a" si la modulacién de la actividad del receptor C5a produce la reduccién de la actividad inadecuada de un
receptor C5a. Como se utiliza en el presente documento, el término "pacientes" incluye primates (especialmente
humanos), animales domésticos de compafiia (tales como perros, gatos o caballos) y ganado (tales como reses,
cerdos u ovejas), con dosificaciones que se describen en el presente documento.

Enfermedades que pueden tratarse por la modulacion de C5a.

Trastornos autoinmunitarios -- p. €j., artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Guillain-Barré,
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pancreatitis, nefritis IUpica, glomerulonefritis lUpica, psoriasis, enfermedad de Crohn, vasculitis, sindrome de intestino
irritable, dermatomiositis, esclerosis multiple, asma bronquial, pénfigo, penfigoide, esclerodermia, miastenia grave,
estados hemoliticos y trombocitopénicos autoinmunitarios, sindrome de Goodpasture (y glomerulonefritis asociada y
hemorragia pulmonar), inmunovasculitis, rechazo de injerto tisular o rechazo hiperagudo de 6rganos trasplantados.

Trastornos inflamatorios y afecciones relacionadas -- p. €j., neutropenia, sepsis, choque séptico, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis multiple, apoplejia, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), inflamacién asociada con
quemaduras severas, lesion pulmonar, y lesion por isquemia-reperfusion, osteoartritis, asi como sindrome de distrés
respiratorio agudo (adulto) (SDRA), trastorno pulmonar obstructivo crénico (TPOC), sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS), dermatitis atopica, psoriasis, urticaria crénica y sindrome de disfuncién organica mdultiple
(SDOM). También se incluyen secuelas patolégicas asociadas con la diabetes mellitus insulinodependiente
(incluyendo retinopatia diabética), nefropatia lupica, nefritis de Heyman, nefritis membranosa y otras formas de
glomerulonefritis, respuestas de sensibilidad de contacto, e inflamacién provocada por el contacto de la sangre con
superficies artificiales que pueden causar activaciéon del complemento, como ocurre, por ejemplo, durante la
circulacion extracorpérea de la sangre (p. €j., durante la hemodialisis o por medio de una maquina de circulacién
extracorpodrea, por ejemplo, junto con cirugia vascular, tal como cirugia de injerto de derivacion de la arteria coronaria
o reemplazo de valvulas del corazoén), o junto con el contacto con otros vasos sanguineos artificiales o superficies
contenedoras (p. €]., dispositivos de asistencia ventricular, aparatos cardiacos artificiales, tubos de transfusion, bolsas
para almacenamiento de sangre, plasmaféresis o plaquetaféresis). Se incluyen asimismo enfermedades relacionadas
con la lesién por isquemia/reperfusion, tales como aquellas resultantes de los trasplantes, incluyendo trasplante de
organos solidos, y sindromes, tales como lesion por reperfusion isquémica, colitis isquémica e isquemia cardiaca. Los
compuestos de la presente invencién también pueden resultar Utiles en el tratamiento de la degeneracién macular
asociada a la edad (Hageman et al, P.N.A.S.102: 7227-7232, 2005).

Trastornos cardiovasculares y cerebrovasculares -- p. €j., infarto de miocardio, trombosis coronaria, oclusién vascular,
reoclusion vascular posquirdrgica, aterosclerosis, lesiones traumaticas del sistema nervioso central, y cardiopatia
isquémica. En una realizacién, una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién puede administrarse a un
paciente con riesgo de infarto de miocardio o trombosis (es decir, un paciente que posee uno o mas factores de riesgo
reconocidos de infarto de miocardio o trombosis, tales como, entre otros, obesidad, tabaquismo, hipertension,
hipercolesterolemia, antecedentes previos o genéticos de infarto de miocardio o trombosis) con el fin de reducir el
riesgo de infarto de miocardio o trombosis.

Enfermedades de vasculitis - las enfermedades vasculiticas se caracterizan por la inflamaciéon de los vasos
sanguineos. La infiltracion de los leucocitos conduce a la destruccion de las paredes de los vasos sanguineos, y se
cree que la via del complemento desempefia un papel significativo en la iniciacién de la migracién leucocitaria asi
como el dafio resultante manifestado en el sitio de la inflamacién (Vasculitis, segunda edicién, editado por Ball y
Bridges, Oxford University Press, pags. 47-53, 2008). Los compuestos proporcionados en la presente invencion
pueden emplearse para tratar la vasculitis leucoclastica, granulomatosis de Wegener, poliangitis microscopica,
sindrome de Churg-Strauss, purpura de Schénlein-Henoch, poliarteritis nodosa, glomerulonefritis rapidamente
progresiva (GNRP), crioglobulinemia, arteritis de células gigantes (ACG), enfermedad de Behcet y arteritis de
Takayasu (TAK).

Infeccién por VIH y SIDA -- los moduladores del receptor C5a proporcionados en el presente documento pueden
utilizarse para inhibir la infeccion por VIH, retrasar la progresién del SIDA o reducir la gravedad de los sintomas o
infeccion por VIH y SIDA.

Trastornos neurodegenerativos y enfermedades relacionadas -- en otros aspectos adicionales, los antagonistas de
Cba proporcionados en el presente documento pueden emplearse para tratar la enfermedad de Alzheimer, esclerosis
multiple y el deterioro de la funcién cognitiva asociada con la cirugia de derivacion cardiopulmonar y los
procedimientos relacionados.

Los compuestos pueden usarse para el tratamiento de enfermedades seleccionadas entre el grupo que consiste en
sepsis (y trastornos asociados), TPOC, artritis reumatoide, nefritis IUpica y esclerosis multiple.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento incluyen, en general, la administracion a un paciente
de una cantidad eficaz de uno o mas compuestos proporcionados en el presente documento. Los pacientes
adecuados incluyen aquellos pacientes que padecen o son susceptibles a (es decir, tratamiento profilactico) un
trastorno o enfermedad identificado en el presente documento. Los pacientes tipicos para el tratamiento segun se
describe en el presente documento incluyen mamiferos, particularmente primates, en especial seres humanos. Otros
pacientes adecuados incluyen animales de compafiia domesticados, tales como perro, gato, caballo o similares, o
ganado, tal como reses, cerdos u ovejas.

En general, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento comprenden administrar a un paciente una
cantidad eficaz de un compuesto uno o mas compuestos descritos en el presente documento. El(los) compuesto(s) se
administra(n) preferentemente a un paciente (p. €j., un ser humano) por via oral o topica. La cantidad eficaz puede ser
una cantidad suficiente para modular la actividad del receptor C5a y/o una cantidad suficiente para reducir o aliviar los
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sintomas presentados por el paciente. Preferentemente, la cantidad administrada es suficiente para producir una
concentracion en plasma del compuesto (o su metabolito activo, si el compuesto es un profarmaco) lo suficientemente
elevada como para inhibir de forma detectable la quimiotaxis de los glébulos blancos (p. €j., neutrdfilos) in vitro. Los
regimenes de tratamiento pueden variar en funcién del compuesto utilizado y la afeccién particular a tratar; para el
tratamiento de la mayoria de los trastornos, resulta preferente una frecuencia de administracion de 4 veces al dia o
menos. En general, resulta mas preferente un régimen de dosificacion de 2 veces al dia, siendo particularmente
preferente una dosificacion una vez al dia. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifica y régimen de
tratamiento para cualquier paciente particular dependera de diversos factores incluyendo la actividad del compuesto
especifico empleado, edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, tiempo de administracion, via de administracion,
velocidad de excrecion, combinacién de farmacos (es decir, otros farmacos que se administran al paciente) y gravedad
de la enfermedad particular sometida a terapia, asi como el juicio del médico que prescribe. En general, resulta
preferente el uso de la dosis minima suficiente para proporcionar una terapia eficaz. Los pacientes pueden controlarse
en general para la eficacia terapéutica utilizando criterios médicos o veterinarios adecuados para la afeccién a tratar o
prevenir.

Los niveles de dosificacion del orden de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de peso
corporal al dia resultan utiles en el tratamiento o prevencion de las condiciones que implican la actividad patogénica de
Cb5a (aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 7 g por paciente humano al dia). La cantidad de principio activo
que puede combinarse con los materiales transportadores para producir una forma de dosificaciéon Unica variara en
funcion del huésped tratado y el modo particular de administracion. Las formas de dosificacion unitaria contendran
generalmente entre aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg de un principio activo. Para los compuestos
administrados por via oral, transdérmica, intravenosa, o subcutanea, se prefiere que la cantidad suficiente del
compuesto que se va a administrar alcance una concentracion en suero de 5 ng (nanogramos)/ml-10 ug
(microgramos)/ml suero, mas preferentemente ha de administrarse un compuesto suficiente para alcanzar una
concentracion en suero de 20 ng-1 ug/ml suero, mas preferentemente ha de administrase un compuesto suficiente
para alcanzar una concentracion en suero de 50 ng/ml-200 ng/ml suero. Para la inyeccion directa en el sinovio (para el
tratamiento de la artritis) han de administrarse compuestos suficientes para alcanzar una concentracion local de
aproximadamente 1 micromolar.

La frecuencia de dosificacion también puede variar en funcion del compuesto utilizado y enfermedad particular tratada.
No obstante, para el tratamiento de la mayoria de los trastornos, resulta preferente un régimen de dosificacion de 4
veces al dia, tres veces al dia, 0 menos, siendo particularmente preferente un régimen de dosificacion de una vez al
dia 0 2 veces al dia. Sin embargo, se entendera que el nivel de dosis especifica para cualquier paciente particular
dependera de varios factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, edad, peso corporal, salud
general, sexo, dieta, tiempo de administracién, via de administracion, y velocidad de excrecién, combinaciéon de
farmacos (es decir, otros farmacos que se administran al paciente), gravedad de la enfermedad particular sometida a
terapia, y otros factores, incluyendo el juicio del médico que prescribe.

Los compuestos pueden utilizarse en diferentes aplicaciones no farmacéuticas in vitro e in vivo. Por ejemplo, los
compuestos pueden marcarse y utilizarse como sondas para la deteccion y localizacion del receptor C5a
(preparaciones celulares o muestras de secciones tisulares). Los compuestos también pueden emplearse como
controles positivos en ensayos para la actividad del receptor C5a, es decir, como ejemplos para determinar la
capacidad de un agente candidato que se une al receptor C5a, o como radiotrazadores para tomografia por emision de
positrones (TEP) o para tomografia computarizada por emisién de fotén Unico (TCEFU). Dichos métodos pueden
utilizarse para caracterizar los receptores C5a en sujetos vivos. Por ejemplo, un modulador del receptor C5a puede
marcarse empleando cualquiera de las técnicas diferentes conocidas adecuadamente (p. ej., radiomarcado con un
radionuclido, tal como ftritio), e incubarse con una muestra durante un periodo de incubacién adecuado (p. €j., se
determina ensayando en primer lugar una duracién de union). Tras la incubacion, se elimina el compuesto no unido (p.
ej., por lavado), y el compuesto unido detectado utiliza cualquier método adecuado para el marcador empleado (p. €j.,
puede utilizarse autorradiografia o recuento de centelleo para compuestos radiomarcados; métodos espectroscopicos
para detectar grupos luminiscentes y grupos fluorescentes). Como control, una muestra concorde que contiene un
compuesto marcado y una mayor cantidad (p. ej. mayor a 10 veces) de compuesto no marcado puede procesarse de la
misma manera. Una mayor cantidad de marcador detectable restante en la muestra del ensayo que en el control indica
la presencia del receptor C5a en la muestra. Los ensayos de deteccion, incluyendo la autorradiografia en el receptor
(mapeo del receptor) del receptor C5a en las células cultivadas o en muestras tisulares pueden realizarse como se
describe por Kuhar en las secciones 8.1.1 a 8.1.9 de Current Protocols in Pharmacology (1998) John Wiley & Sons,
Nueva York.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden utilizarse igualmente en diversos métodos de separacion
celular adecuadamente conocidos. Por ejemplo, los moduladores pueden unirse a la superficie interior de una placa de
cultivo tisular u otro soporte, para su uso como ligandos de afinidad para la inmovilizacién y por lo tanto aislamiento de
los receptores Cha (p. €j., aislamiento de las células que expresan el receptor) in vitro. En una aplicacién preferente, un
modulador vinculado a un marcador fluorescente, tal como fluoresceina, se pone en contacto con las células, que se
analizan pues (o aislan) por clasificacion celular activada por fluorescencia (CCAF).

En la Figura 1, se proporcionan las estructuras y la actividad para los compuestos representativos descritos en el
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presente documento. La actividad se proporciona de la siguiente manera para el ensayo de unién descrito en el
presente documento: +, 500 nM < Clso < 2.000 nM; ++, 50 nM < Clso < 500 nM; +++, 5 nM < Clso < 50 nM; y ++++, Clso
<5nM.

V. Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitan la invencion reivindicada.

Los reactivos y los disolventes usados a continuacion pueden obtenerse a partir de fuentes comerciales, tales como
Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos). Los espectros RMN 'H se registraron en un
espectrometro RMN Varian Mercury de 400 MHz. Se proporcionan picos significativos con relacion a TEM y se tabulan
en el orden: multiplicidad (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuarteto; m, multiplete) y nimero de protones. Los
resultados de la espectrometria de masa se informan como la relacién de la masa sobre la carga, seguido de la
abundancia relativa de cada ion (entre paréntesis). En los ejemplos, un unico valor m/e se informa para el ion M+H (o,
como se indica, M-H) que contiene los isétopos atdmicos mas comunes. Los patrones de isoétopos corresponden a la
férmula esperada en todos los casos. El andlisis de espectroscopia de masa por ionizacion por electronebulizacion
(IEN) se realizé en un espectrémetro de masa de electronebulizacion Hewlett-Packard EMD usando el HP1100 HPLC
para entregar la muestra. Normalmente, el analito se disolvié en metanol a 0,1 mg/ml y se infundié 1 microlitro con el
disolvente entregado en el espectrometro de masa, que efectud barridos entre 100 a 1500 dalton. Todos los is6topos
podrian analizarse en el modo IEN positivo, usando acetonitrilo/agua con acido férmico al 1 % como el disolvente de
entrega. Los compuestos proporcionados a continuacién también podrian analizarse en el modo IEN negativo, usando
NH4+OAc 2 mM en acetonitrilo/agua como sistema de entrega.

Las siguientes abreviaturas se usan en los Ejemplos y a lo largo de toda la descripcion de la invencion:

EtOH: Etanol

EtONa: Etéxido sédico

THF: Tetrahidrofurano

TLC: Cromatografia de capa fina
MeOH: Metanol

Los compuestos pueden sintetizarse como se describe a continuacion, usando una variedad de reacciones conocidas
por los expertos. Un experto en la técnica reconocera que los métodos alternativos pueden emplearse para sintetizar
los compuestos diana, y que los enfoques descritos dentro del cuerpo de este documento no son exhaustivos, pero
proporcionan rutas ampliamente aplicables y practicas para los compuestos de interés.

Determinadas moléculas reivindicadas en esta patente pueden existir en diferentes formas enantioméricas y
diastereoméricas y se reivindican tales todas variantes de estos compuestos.

La descripcion detallada de los procedimientos experimentales usados para sintetizar los compuestos clave en este
texto conduce a moléculas que se describen mediante los datos fisicos que identifican a los mismos, asi como
representaciones estructurales asociadas a ellos.

Los expertos en la materia reconoceran que durante los procedimientos de tratamiento estandar en quimica organica,
se usan frecuentemente acidos y bases. Algunas veces se producen sales de los compuestos precursores, si poseen
la necesaria acidez o basicidad intrinseca, durante los procedimientos experimentales descritos dentro de esta
patente.

Ejemplo de referencia 1

Sintesis de (3-trifluorometilfenil)Jamida del acido cis-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)-2-fenilpiperidin-3-carboxilico
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a) Se afiadié Pd(PPhs)4 (3,0 g, 2,6 mmol) a una solucion de 2-cloro-3-carboxietilpiridina (25 g, 134,7 mmol), acido
fenilborénico (21,04 g, 172,6 mmol) y K2COs (55,1 g, 399 mmol) en 1,4-dioxano (200 ml) y agua (200 ml). La
mezcla de reaccién se calentd a 100 °C durante 2 h. Después, la solucidn se enfrié a temperatura ambiente y el
dioxano se retir6 a presion reducida. la fase acuosa resultante se extrajo con acetato de etilo, y las fases organicas
combinadas se secaron (Na2S0a4), se filtraron a través de celite y se concentraron a presion reducida. El residuo se
purific6 por cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al 10-100 %/hexanos) para conseguir el derivado de
2-fenilpiridina en un rendimiento del 91 % (27,98 g). CL-EM T: (tiempo de retencién): 2,45 min, EM: (ES) m/z 228
(M+H*).

b) Se afiadié PtO2 (800 mg, 3,52 mmol) a una solucion de éster etilico del acido 2-fenil-nicotinico (20 g, 88 mmol,
preparado en la etapa a anterior) en EtOH (60 ml) y HCI concentrado (15 ml). La mezcla de reaccién se hidrogené
usando un agitador Parr a 0,28-0,31 MPa (40-45 psi), durante 1 h. Después, la mezcla de reaccion se filtré a través
de celite, se lavo con EtOH vy el filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se diluyé con CH2Cl2 y se lavo
con NaHCOs saturado. La purificacién por cromatografia ultrarrapida (SiO2, MeOH al 0-20 %/CH2Cl2) dio el
producto deseado en un rendimiento del 85 % (17,4 g). CL-EM T (tiempo de retencion): 1,73 min, EM: (ES) m/z
234 (M+H*).

c) Se afadid cloruro de oxalilo (3,2 ml, 30,75 mmol) a la soluciéon de acido 2-fluoro-6-metilbenzoico (3,79 g,
24,6 mmol) en CH2Cl2 (20 ml) en un frasco de reaccion a temperatura ambiente, seguido de la adicion de una
cantidad catalitica de DMF. La reaccién se mantuvo agitando durante 2 h a temperatura ambiente. El disolvente y
el cloruro de oxalilo en exceso se retiraron al vacio y el residuo se sec6 a alto vacio durante 20 min. El cloruro de
acido resultante se disolvid en CH2Cl2 seco (20 ml) y se enfri6 a 0 °C seguido de la adicion de la piperidina
fabricada en la etapa b (5,56 g, 20,5 mmol) y EtsN (8,6 ml, 61,5 mmol). Después, la mezcla se dej6 calentar a
temperatura ambiente y se agité durante una noche. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Clz y se afiadié agua.
Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con CHzClz. Las fases organicas combinadas se secaron
(MgS0Qa4) y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al
10-35 %/hexanos) para dar 7,47 g del compuesto deseado (rendimiento del 99 %). CL-EM T; (tiempo de retencion):
2,50 min y 2,58 min (dos rotameros), EM: (ES) m/z 370 (M+H™).

d) Se afadié una solucion de hidruro de litio y aluminio (2,0 M en THF, 8,2 ml, 16,4 mmol) a una solucién del éster

de la etapa ¢ (2,98 g, 8,06 mmol) en THF (100 ml) a 0 °C. La solucién resultante se mantuvo en agitacion a 0 °C
durante 2 h tiempo en el cual la reaccion se completd. Se afiadio gota a gota NaOH acuoso al 15 % (625 pl) para
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detener la reaccion seguido de H20 (625 pl). A la mezcla coloidal turbia se le afiadié agua adicional (1,85 ml), y la
mezcla se mantuvo en agitaciéon durante 1 h a ta. Después, la mezcla se filtr6 a través de un lecho de celite y el
filtrado se concentr6 a presién reducida. La purificacion por cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al
33-67 %/hexanos) dio 2,46 g del producto deseado (rendimiento del 93 %). CL-EM: T (tiempo de retencion):
1,90 min y 2,09 min (dos rotameros), EM: (ES) m/z 328 (M+H™).

€) Una solucion del alcohol de la etapa d (1,42 g, 4,33 mmol,) en acido acético (65 ml) se afiadioé a una suspension
de CrO3(2,61 g, 26,1 mmol) en H20 (16 ml) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se mantuvo en agitacion
a temperatura ambiente hasta que la reaccion se completé (90 min). La mezcla se filtrd a través de un lecho de
Celite y el filtrado se concentré a presion reducida. La purificacion por cromatografia ultrarrapida (SiOz,
CH2Cl2:MeOH al 3-10 % seguido de EtOAc al 50-67 %/hexanos) dio 1,03 g del producto deseado (rendimiento del
70 %). CL-EM: T; (tiempo de retencion): 1,88 min y 2,12 min (dos rotameros), EM: (ES) m/z 342 (M+H").

f) Se afadié 3-trifluorometilanilina (16,2 mg, 0,1 mmol, 1,0 equiv.) a una solucidon del &acido preparado
anteriormente (34,2 mg, 0,1 mmol) y trietilamina (6 equiv.) en CH2Cl2 (1 ml). Después, se ahadioé lentamente T3P
(95,5 mg, 0,15 mmol) y la solucién se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 1,5 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH2Cl2 (1 ml), se lavé con HCL acuoso 1 N seguido de NaHCOs3 acuoso saturado. La fase
organica se separo, se secoO MgSO4 anhidro y se concentro a presion reducida La purificacion por cromatografia
ultrarrapida (SiOz, EtOAc al 5-40 %/hexanos) dio 35 mg (rendimiento del 73 %) del producto en forma de un solido
de color blanco. RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 1,22-2,45 (m, 8 H), 2,93-3,32 (m, 3 H), 6,77-7,82 (m, 12 H), 9,10 (s,
0,38 H), 9,30 (s, 0,62 H). CL-EM: T (tiempo de retencién) = 2,88 min, EM: (ES) m/z 485 (M+H*).

Ejemplo de referencia 2

Sintesis de N-(3-terc-butilfenil)-1-(5-cloro-3-metilpicolmoil)-2-fenilpiperidin-3-carboxamida

Q 0
% ] a8
N Cl etapa a N | PhB(OH),
etapab | Pd(PPha)y
KoCOq
PtO,, H,
N HCVEtOH Z 7N
H ~ H
etapac N
H
~ O
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| iPr,EtN H
etapa d N @
o

a) Se afiadio cloruro de 2-cloronicotinoilo (1,05 equiv.) disuelto en diclorometano anhidro (0,5 M) a una solucion de
3-terc-butilanilina (1 equiv.) y K2COs ac. 2 M (2,2 equiv.) en diclorometano anhidro (0,5 M) a 0 °C durante un
periodo de 30 min, y la mezcla de reaccion se dejo en agitacién a temperatura ambiente durante un adicional de
1,5 h. Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con diclorometano. La fase organica combinada se lavo
con salmuera, se secd (MgSOas), se filtrd y se concentrd para dar la amida deseada en forma de un sdlido
espumoso que se uso como tal en la siguiente etapa sin purificacion adicional. EM: (ES) m/z 289,1 (M+H™).

b) Se afiadié Pd(PPhs)s (2-5 mol%) a una soluciéon de la piridin amida anterior (1 equiv.), acido fenilborénico
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(1,4 equiv.) y K2CO3 ac. 2 M (2,4 equiv.) en tolueno (0,7 M) y la mezcla de reaccion se calentd a 100 °C durante
una noche (~12 h). Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtr6 a través de celite y el
lecho de celite se lavé con EtOAc. El filtrado se diluyd con agua y se extrajo con EtOAc, se seco (MgSOQa), se filtrd
y se concentro a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida automatica (SiO2, gradiente
del 10 % al 100 % de EtOAc-hexanos) y se seco al vacio para dar la 2-fenil-3-carboxiamidapiridina en un
rendimiento del 60-75 %, EM: (ES) m/z 331,2 (M+H™).

c) Se afiadié PtO2 (10 mol%) a una solucion del derivado de 2-fenilpiridina preparado anteriormente (1 equiv.) en
EtOH y HCI concentrado (en exceso, relacion 4:1) y la mezcla de reaccion se hidrogend usando un agitador Parr a
0,28-0,31 MPa (40-45 psi), durante 1,5 h. Se filtrd a través de celite, se lavd con EtOH y el filirado se concentré. El
residuo se diluyé con CH2Clz y se lavé con NaHCOs ac. saturado. Después, el residuo se purificd por cromatografia
ultrarrdpida automatica (SiO2, gradiente del 1 % al 30 % de CH2Cl>-MeOH) y se sec6 al vacio para dar el
compuesto del titulo en un rendimiento de ~85 % en forma de un sdlido espumoso. EM: (ES) m/z 337,2 (M+H™).

d) Se disolvieron acido 5-cloro-3-metilpicolinico (30 mg, 0,16 mmol) y
N-(3-terc-butilfenil)-2-fenilpiperidin-3-carboxamida (50 mg, 0,15 mmol), preparada en la etapa c anterior) en DMF
anhidra (1 ml). Se afadié N,N-diisopropiletilamina (0,15 ml) a temperatura ambiente seguido de HCTU (67 mg,
0,16 mmol). Después de agitar 2 h a temperatura ambiente, la CL-EM y TLC indicaba la finalizacién de la reaccion.
La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml) y se lavé con HCI 1 N (20 ml), NaHCOs saturado (30 ml) y
salmuera (30 ml) y la solucién resultante se concentré a presiéon reducida. El residuo se purificdé por HPLC
preparativa (gradiente del 20 — 95 % de MeCN-H20 con TFA al 0,1 %) y las fracciones puras se liofilizaron para
proporcionar el compuesto del titulo (50 mg, rendimiento del 67 %). HPLC tiempo de retencion = 2,88 minutos.
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,42 (d, 1 H, J = 0,8 Hz), 7,97 (a, 1 H), 7,59 (d, 1 H, J = 0,8 Hz), 7,56 (d, 1 H, J =
7,6 Hz), 7,34 (m, 3 H), 7,20 (m, 3 H), 7,10 (d, 1 H, J = 7,6 Hz), 6,61 (dos conjuntos de a, 1 H), 3,12 (dos conjuntos
dem, 2 H), 2,94 (tres conjuntos de m, 1 H), 2,36 (s, 3 H), 2,20 (dos conjuntos de a, 2 H), 1,74 (complejo a, 2 H), 1,29
(s, 9 H). EM: (ES) m/z 490,2 (M+ H+).

Ejemplo de referencia 3

Sintesis de (3-terc-butilfenil)Jamida del acido cis-1-(2-metilbenzoil)-2-(3-fluorofenil)piperidin-3-carboxilico
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a) A una mezcla de N-(3-terc-butilfenil)-2-cloronicotinamida (570,2 mg, 2 mmol), acido 3-fluorofenilborénico
(401,2mg, 2,8 mmol), 3ml de tolueno y 1ml de carbonato potasico 2N en agua se afadio
tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0) (234,5 mg, 0,2 mmol). Después, la mezcla se calentd a 90 °C durante 3 horas en
atmadsfera de nitrogeno, antes se enfrié hasta una temperatura ambiente. Después, la mezcla de reaccion se diluyd
con 30 ml de agua y 150 ml de EtOAc. La fase organica se separo, se lavo con salmuera y se secé (Na2SQO4). E
disolvente organico se retiré a presion reducida y el residuo se purificé por columna sobre gel de silice (EtOAc al
40 % en hexano) para dar N-(3- terc-butilfenil)-2-(3-fluorofenil)nicotinamida (691,4 mg, 99 %). EM: (ES) m/z 394,5
(M+H*).

b) Una mezcla de N-(3-terc-butilfenil)-2-(3-fluorofenil)nicotinamida (501,2 mg, 1,4 mmol), 6xido de platino (51,9 mg,
0,21 mmol) y HCI concentrado (400 pl, 5,2 mmol) en 5 ml de etanol se agité vigorosamente en un globo de
hidrégeno durante una noche. La mezcla se filtré y los sélidos se lavaron con 25 ml de metanol tres veces. La
solucion combinada se secd a presion reducida. Al residuo se le afiadieron 30 ml de bicarbonato sddico saturado y
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150 ml de EtOAc. La fase organica se separé y se seco sobre sulfato sédico. la evaporacion del disolvente dio la
(3-terc-butilfenil)amida del acido 2-(3-fluorofenil)piperidin-3-carboxilico en forma de un sélido de color pardo, que
se recogi6 directamente para la siguiente etapa. EM: (ES) m/z 355,7 (M+H*).

c) A una solucién de (3-terc-butilfenil)amida del acido 2-(3-fluorofenil)piperidin-3-carboxilico (preparada
anteriormente, 177. 3 mg, 0,5 mmol) en 2 ml de diclorometano se le afiadieron EtsN (100 ul, en exceso) y cloruro
de 2-metilbenzoilo (92,3 mg, 0,6 mmol) a temperatura ambiente. Después, la solucion resultante se agit6 a esta
temperatura hasta la finalizacién de la reaccion (10 min.). Después, la mezcla de reaccion se cargd directamente
en una columna sobre gel de silice y se purificd por usando ISCO (EtOAc al 30 % en hexano) para dar el producto
final (3-terc-butilfenil)amida del acido 2-(3-fluorofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico (151,2 mg,
rendimiento del 64 %). RMN 'H (400 MHZ, CDCl3, mezcla de rotémeros): & 7,91 (s, 0,6 H), 7,85 (s, 0,4 H),
7,18-7,46 (m, 9 H), 7,11 (m, 1 H), 6,95 (m, 1 H), 6,67 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 3,36 (d, J = 1,6 Hz, 0,4H), 3,26 (d, J =
1,6 Hz, 1 H), 3,05 (m, 1 H), 2,89 (t, J = 1,2 Hz, 1 H), 2,45 (s, 1 H), 2,02-2,40 (m, 4 H), 1,70-1,84 (m, 3 H), 1,44-1,64
(s, 1H), 1,32 (s, 6 H), 1,25 (s, 1 H). EM: (ES) m/z 473,2 (M+H*).

Ejemplo de referencia 4

Sintesis de (3-terc-butilfenil)Jamida del acido cis-1-(2-metilbenzoil)-2-(2,2-dimetilpropil)piperidin-3-carboxilico
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a) A una solucion en agitacion de acido 2-bromonicotinico (1,01 g, 5 mmol) disuelta en diclorometano anhidro
(8 ml) se le afadieron EDCI (1,34 g, 7 mmol) y 3-terc- butllanlllna (0,74 g, 5 mmol) a temperatura ambiente y la
mezcla de reaccion se agitdé durante 12 horas. Después, la mezcla se diluyé con diclorometano, seguido de
bicarbonato sédico saturado y se lavé con agua. La capa de diclorometano se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro, se filtr6 y se concentré a presiéon reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida para
obtener 2-bromo-N(3- terc-butilfenil)nicotinamida en un rendimiento del 59 % (950 mg). Tr: 2,44 min (20-100-5
método). EM: (ES) m/z 333, 335 (M+H*).

b) Se afiadié cloruro de 2,2-dimetilpropilmagnesio (1 M-dietiléter, 4,8 ml, 4,8 mmol) a una suspension de cianuro de
cobre (215 mg, 2,40 mmol) en THF (6 ml) a -78 °C. Después de agitar a la misma temperatura durante 1 hora, se
afiadio 2- bromo-N-(3-terc-butilfenil)nicotinamida (200 mg, 0,601 mmol) todo de una vez en forma de un sélido. La
mezcla de reaccion se calenté gradualmente a temperatura ambiente y la reaccién se dejoé en agitacion durante
una noche. Se afiadié una solucién de cloruro de amonio saturado y acetato de etilo, y la mezcla de reaccion se
filtré a través de celite y se aclard con acetato de etilo. Las fases se separaron y el producto se extrajo una vez mas
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con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera y se seco sobre sulfato sodico
anhidro. Después de retirar el disolvente a presion reducida, el material en bruto se purificé usando cromatografia
en columna sobre gel de silice usando un gradiente del 20 %-50 % de acetato de etilo en hexanos para producir
N-(3-terc-butilfenil)-2-(2, 2-dimetilpropil)nicotinamida (168 mg, 0,517 mmol, 86 %). Fr = 0,45 (tolueno: acetato de
etilo = 2:1).

c) Se disolvié N-(3-terc-butilfenil)-2-(2, 2-dimetilpropil)nicotinamida (168 mg, 0,517 mmol) en etanol (5 ml). Se
afiadio oxido de platino (11,6 mg, 0,0511 mmol) seguido de acido clorhidrico concentrado (250 pl). La mezcla de
reaccion se hidrogend usando un aparato Parr durante 1,5 horas a 0,31 MPa (45 psi). El andlisis de la mezcla de
reaccion mostro la conversion incompleta, y la secuencia se repitid una vez mas. Se retiré6 6xido de platino por
filtracion y los disolventes se retiraron a presion reducida. El material en bruto se neutralizé usando una solucién
saturada de bicarbonato sédico y se extrajo con acetato de etilo. Después, la fase organica se lavo con salmuera y
se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. La retirada del disolvente a presién reducida dio la
(3-terc-butilfenil)amida del acido 2,3-cis-2-(2,2-dimetilpropil)piperidin-3-carboxilico (153 mg) que se usé en la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

d) A una solucién de (3-terc-butilfenil)lamida del acido 2,3-cis-2-(2,2-dimetilpropil)piperidin-3-carboxilico (84,8 mg,
0,257 mmol) en piridina (415 ul, 5,13 mmol) a temperatura ambiente se le afiadié cloruro de 2-metilbenzoilo
(81,6 mg, 0,528 mmol) en cloroformo (415 ul). Se afiadi® una cantidad catalitica (no pesada) de
dimetilaminopiridina para mejorar la reaccion y la mezcla se agité durante tres dias. Después, se afiadieron acetato
de etilo y agua a la mezcla de reaccion y el producto se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las fases organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la retirada del disolvente a presion
reducida el material en bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice usando acetato de etilo al 10 %-20 %
en hexanos para dar (3-terc-butilfenil)amida del acido
2,3-cis-2-(2,2-dimetilpropil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico (47,0 mg, 0,105 mmol, 41 %). Fr = 0,6
(hexanos: acetato de etilo = 2:1). Tr = 3,16 min, 3,26 min. (el compuesto existe en forma de mezclas de diversos
conférmeros. 20-100-5 método.). RMN 'H (CDCIs) & 9,68 (s, 1 H), 9,43 (s, 1 H), 8,33 (s, 1 H), 8,28 (s, 1 H)),
6,97-7,79 (m, 8 H), 5,48 (a, 1 H), 5,39 (dd, J =4, 10 Hz, 1 H), 5,33 (dd, J =6, 6 Hz, 1 H), 3,38 (ddd, J = 4, 14, 14 Hz,
2 H), 3,25(dd, J =13, 13 Hz, 2H), 2,66 (dd, J =4, 8,4 Hz, 1 H), 2,63 (ddd, J = 2,8, 2,8, 8 Hz, 1 H), 2,50 (s, 9 H), 2,40
(s, 9 H), 2,25 (s, 9 H), 2,13 (s, 9 H), 1,79-1,99 (m, 2 H), 1,23-1,56 (m, 2 H), 1,32 (s, 9 H), 1,07 (s, 9 H), 1,06 (s, 9 H),
0,97 (s, 9 H), 0,95 (s, 9 H). EM: (ES) m/z 449 (M+H*).

Ejemplo de referencia 5

Sintesis de (3-terc-butilfenil)Jamida del acido cis-2-ciclopentil-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico
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a) Se afadio cloruro de ciclopentilcinc (0,5 M, 6,5 ml, 3,26 mmol) a temperatura ambiente a una solucién en
agitacion del éster metilico del &cido 2-cloronicotinico (400 mg, 2,33 mmol), Cul (19 mg, 0,1 mmol) y Pd(dppf)Cl2
(42 mg, 0,06 mmol) en dimetilacetamida anhidro (1,7 ml) en atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se
calent6 a 70 °C durante 3,5 horas, se enfrié a temperatura ambiente, se filtré a través de celite y la torta se aclaro
con acetato de etilo. El filirado se lavd con agua y salmuera, se secé (MgSQas), se filtrd y se concentrd a presion
reducida. El residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al 10-100 %/hexanos) para conseguir
el compuesto deseado en un rendimiento del 83 % (400 mg). CL-EM T: (tiempo de retencion): 1,87 min; EM: (ES)
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miz 206 (M+H").

b) Se afiadié n-BuLi (1,47 ml, 3,68 mmol) a la 3-terc-butilanilina (580 mg, 3,89 mmol) a -78 °C en THF seco (2 ml)
en nitrégeno y la solucidn se dejo en agitacion a 0 °C durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se enfrié de nuevo
a -78 °C y se afadio éster metilico del acido 2-ciclopentil-nicotinico (400 mg, 1,94 mmol) disuelto en THF seco
(2 ml). La mezcla de reaccion se dejo que alcanzara 0 °C durante un periodo de 2 horas, se inactivdo con NH4Cl
acuoso saturado y se extrajo con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se secaron (MgSOs), se
filtraron y se concentraron a presioén reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al
10-100 %/hexanos) para dar el compuesto puro en un rendimiento del 91 % (572 mg). CL-EM T: (tiempo de
retencion): 2,61 min; EM: (ES) m/z 323 (M+H"*).

¢) A una solucién de la N-(3-terc-butilfenil)-2-ciclopentilnicotinamida (570 mg, 1,77 mmol) en etanol (10 ml) que
contienen HCI concentrado (1 ml) se le afiadié 6xido de platino (40 mg, 0,17 mmol) y la solucién se hidrogend
usando un agitador Parr a 0,28 MPa (40 psi) durante 1,5 horas. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite y
la torta se aclaré con etanol. El filtrado se concentré y el residuo se secd a alto vacio durante 2 horas para
conseguir un rendimiento cuantitativo de la piperidina deseada como una sal HCI. CL-EM T (tiempo de retencion):
1,97 min; EM: (ES) m/z 329 (M+H*).

d) A una solucion de la (3-terc-butilfenil)amida del acido cis-2-ciclopentilpiperidin-3-carboxilico preparada
anteriormente (123 mg, 0,34 mmol) en CH2Clz seco (1 ml) que contenia EtsN (142 pl, 1,02 mmol) se le afiadié
cloruro de 2-metilbenzoilo (53 mg, 0,34 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después, la mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo (20 ml), se lavé con HCI acuoso 1 N, agua y
salmuera. La fase organica se secd (MgSOa), se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificod por
HPLC preparativa de fase inversa (gradiente al 20-95 % de CH3CN-H20) y se seco (Liofilizd) para dar el compuesto
del titulo en un rendimiento 65 % (109 mg). RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 1,22-1,48 (m, 11 H), 1,56-1,80 (m, 5 H),
1,84-2,06 (m, 4 H), 2,10-2,23 (m, 1 H), 2,30 (s, 1,6 H), 2,39 (s, 1,4 H), 2,41-2,50 (m, 1 H), 2,71-2,76 (m, 1 H),
3,02-3,09 (m, 1 H), 3,25-3,39 (m, 1 H), 5,11 (s a, 1 H), 7,05-7,30 (m, 6 H), 7,47-7,55 (m, 2 H), 8,32 (s a, 1 H). CL-EM
Tr (tiempo de retencion): 3,16 min; EM: (ES) m/z 447 (M+H)+. método CL-EM: Agilent Zorbax SB-C18, 2,1x 50 mm,
5y, 35 °C, caudal 1 ml/min, a 2,5 min gradiente de 20 % a B al 100 % con un lavado de 1,0 min a B al 100 %; A=
acido férmico al 0,1 %/acetonitrilo al 5 %/agua al 94,9 %, B = acido férmico al 0,1 %/agua al 5 %/acetonitrilo al
94,9 %.

Ejemplo de referencia 6

Sintesis de (3-cloro-4-metilfenillamida del acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)
piperidin-3-carboxilico
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b) Se sintetizd éster etilico del acido cis-2-(4-terc-butoxicarbonilaminofenil)piperidin-3-carboxilico de manera
similar a como se ilustra en el ejemplo 1.

c:1) : Se disolvié éster etilico del acido cis-2-(4-terc-butoxicarbonilaminofenil)piperidin-3-carboxilico (61 g,
174,8 mmol) y &cido di-p-toluoil-L-tartarico (62 g, 174,8 mmol) en EtOH (500 ml). La solucién transparente se
concentré y se bombeo para secar. Disolvid, la sal de color blanco obtenida se disolvio en 250 ml de acetato de
etilo para formar una solucién transparente. A esta solucion se le afadieron 500 ml de TBME lentamente. La
solucion obtenida se dejo a ta en reposo durante 3 dias. En este momento se formaron un montén de cristales de
color blanco. Después, se filtraron y se lavaron con 100 ml de TBME para obtener un sélido de color blanco (60 g).

La sal anterior se volvi6 a disolver en etanol, se concentré se bombed para secar. La sal obtenida se disolvio en 500 ml
de THF, seguido de la adicién de TBME (500 ml). La solucién transparente obtenida se dejo a ta sin molestar durante
otros 2,5 dias. Los cristales de color blanco obtenido se filtraron para obtener 20,5 g (enriquecimiento 64:1) de la sal.

¢:2) A una suspension en agitacion a 0 °C de la sal (16,7 g) en CH2Cl2 (150 ml) se le afiadié una solucién acuosa
saturada de NaHCOs3 (100 ml) y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion a ta durante un periodo de 30 minutos.
Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (50 ml). La fase organica combinada se lavo con
NaHCOs acuoso saturado (2 x100ml), se secd y se concentré6 para dar éster etilico del acido
(2R,3S)-2-(4-terc-butoxicarbonilaminofenil)piperidin-3-carboxilico en un rendimiento del 90 % y ~ en 97 % ee.

d) A una solucién a 0°C del éster etilico del acido
(2R,3S)-2-(4-terc-butoxicarbonilaminofenil)-piperidin-3-carboxilico preparado anteriormente (600 mg, 1,72 mmol)
en CH2Cl2 seco (5ml) que contenia EtsN (480 pl, 3,44 mmol) se le afiadidé cloruro de 2-metilbenzoilo
(266 mg,1,72 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. Después, la mezcla de
reaccion se diluyé con CH2Cl2 (20 ml), se lavé con HCI acuoso 1 N, agua y salmuera. La fase organica se seco
(MgSO0a4) se filtrd y se concentré a presion reducida para dar éster etilico del acido (2R,3S)-2-(4-terc-butoxicarbo-
nilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico en rendimiento cuantitativo y el producto en bruto se uso
como tal en la siguiente etapa.

e) Se afadioé lentamente HCI 4 N en 1,4-dioxano (5 ml, 20 mmol) lentamente a una solucion a 0 °C del producto en

bruto anterior éster etilico del acido
(2R,3S)-2-(4-terc-butoxicarbonilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico (840 mg, 1,72 mmol) en
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CH2Cl2 seco (4 ml). Después de la adicion del HCI, la mezcla de reaccién se dej6 que alcanzara ta y se agito
durante 1 h. Se diluy6é con CH2Cl2 (30 ml), se enfrid a 0 °C y se neutralizé con NaHCOs acuoso saturado para
conseguir el éster etilico del acido (2R,3S)-2-(4-aminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico (612 mg) en
un rendimiento del 97 % en dos etapas.

f) Se afadi6 Na(OAC);BH (495mg, 2,33 mmol) a una solucién del éster etilico del acido
(2R,3S)-2-(4-aminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico (612 mg, 1,67 mmol), ciclopentanona (140 mg,
1,67 mmol) y acido acético (100 mg, 1,67 mmol) en dicloroetano seco a ta y la mezcla de reaccion se calenté a
50 °C durante 4 h, se enfri6 a ta y se agité durante 48 h. Después se diluyé con CH2Cl2 (30 ml), se lavé con una
soluciéon acuosa saturada de NaHCOs, se seco y se concentrd al vacio. El residuo se purificé por columna
ultrarrapida ISCO usando acetato de etilo y hexanos como fase movil (columna de 40 g, gradiente de 0-40 %) para
proporcionar éster etilico del acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico
(450 mg).

g) Se afiadiéo MesAl (290 pl, 0,57 mmol, 2 M en tolueno) a una solucién de la 3-cloro-4-metilfenilamina (65 mg,
0,46 mmol) en dicloroetano seco (1 ml) a temperatura ambiente. Se agité durante 20 minutos, después se afadio a
la misma éster etilico del acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico
(100 mg, 0,23 mmol) disuelto en dicloroetano seco (1 ml). Después, la mezcla de reaccién se calenté a 85 °C
durante 3 h, se enfrid a ta, se diluyé con CH2Clz (20 ml), se lavé con una solucién acuosa saturada de NaHCOs. La
fase acuosa se extrajo con CH2Clz2 (20 ml) y la fase organica combinada se secd (MgSOa4) y se concentro. El
residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (gradiente del 20-95 % de CH3CN-H20 con TFA al 0,1 %
como aditivo), las fracciones que contenian producto se agruparon juntas y se concentraron. El residuo se diluyo
con CH2Clz (30 ml), se lavd con una solucion acuosa saturada de NaHCOs. La capa de CH2Cl2 se secod (MgSOa4) y
se secod para conseguir la (3-cloro-4-metilfenil)amida del acido
(2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-metilbenzoil)piperidin-3-carboxilico en un rendimiento del 50 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 8,4(s a, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,37-7,05 (m, 9H), 6,55-6,52 (m, 2H), 3,77-3,70(m, 1H),
3,30-3,16 (m, 1H), 3,04-2,91 (m, 2H), 2,43-1,94 (m, 8H), 1,71-1,46 (m, 11H).

Ejemplo de referencia 7

Los siguientes son compuestos representativos preparados y evaluados usando métodos similares a los de los
ejemplos del presente documento. Los datos de caracterizacion se proporcionan para los compuestos a continuacion.
La evaluacion bioldgica se muestra en la Figura 1 para estos compuestos y otros preparados como se describen en el
presente documento.

(4-Metil-3-trifluorometilfenil)lamida del &acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)
piperidin-3-carboxilico

RMN 'H (400 MHz, TFA-d) 5 7,91 (d, J = 8,6 Hz, 1 H), 7,84 (d, J = 8,6 Hz, 1 H), 7,58-6,82 (m, 8 H), 6,75 (t, J = 8,6 Hz,
1H), 4,10-4,00 (m, 1H), 3,60-3,47 (m, 1H), 3,45-3,41 (m, 1H), 3,33-3,25 (m, 1H), 2,44-2,22 (m, 7H), 2,04-1,92 (m, 4H),
1,82-.169 (m, 7H)

(4-Metil-3-trifluorometilfenil)amida del acido (2R,3S)-1-(2-clorobenzoil)-2-(4-ciclopentilaminofenil)
piperidin-3-carboxilico
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RMN "H (400 MHz, CDCls) & 9,41 (s a, 0,5H), 9,03 (s a, 0,5H), 7,55 (s, 1H), 7,49-7,39 (m, 3H), 7,31-7,27 (m, 2H),
7,18-7,04 (m, 2H), 6,83-6,74 (m, 3 H), 3,76-3,64 (m, 1H), 3,22-2,90 (m, 5H), 2,39 (s, 3H), 2,32-2,20 (m, 1H), 2,16-2,04
(m, 1H), 2,0-1,86 (m, 2H) 1,80-1,72 (m, 3H), 1,56 (s a, 5H).

(3-Cloro-4-metilfenil)amida del acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil) piperidin
-3-carboxilico

RMN 'H (DMSO-ds) 5 10,22 (s, 1H), 7,67 (dd, J = 1,8 Hz, J = 11,0 Hz, 1H), 7,04-7,33 (m, 9H), 6,30 (dd, J = 5,8 Hz, J =
9,4 Hz, 1H), 5,52 (a, 1H), 3,56-3,64 (m, 1H), 3,00-3,17 (m, 2H), 2,90-2,98 (m, 1H), 2,23(2,24) (s, 3H), 1,97(2,33) (s,
3H), 1,32-2,22 (m, 12H)

(4-Metil-3-trifluorometilfenil)lamida del acido (2R,3S)-1-(4-clorobenzoil)-2-(4-Ciclopentilaminofenil) piperidin-
3-carboxilico

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 5 8,79 (s a, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,52-7,48 (m, 1H), 7,37-7,30 (m, 5H), 7,13 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
6,52-6,50 (m, 3H), 3,75-3,69 (m, 1H), 3,44 (s a, 1H), 3,09-2,97 (m, 2H), 2,39 (s, 3H), 2,37-2,30 (m, 1H),
2,13-2,08 (m, 1H), 2,10-1,93 (m, 2H), 1,80-1,59 (m, 7H), 1,48-1,42 (m, 2H)

(3-t-Butilfenil)amida del acido (2R,3S)-2-(4-ciclohexilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)piperidin-
3-carboxilico
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,24 (m, 1H), 7,40-6,85 (m, 8H), 6,65-6,40 (m, 3H), 3,57 (s, 1H), 3,30- 2,90 (m, 4H),
2,50-1,85 (m, 9H), 1,80-1,50 (m, 5H), 1,40-1,00 (m, 13H)

(4-Metil-3-pirrolidin-1-il-fenil)Jamida del acido (2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)
piperidin-3-carboxilico

RMN "H (400 MHz, CDCl3): & 7,98 (m, 1H), 7,40- 7,18 (m, 3H), 7,10- 6,80 (m, 4H), 6,64- 6,40 (m, 3H), 3,80-3,50 (m,
2H), 3,30-2,90 (m, 6H), 2,50-2,10 (m, 7H), 2,10-1,80 (m, 8H), 1,80-1,20 (m, 9H)

(3-Cloro-4-metilfenil)Jamida del acido (2R,3S)-2-[4-(ciclopentiloxi)fenil]-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil) piperidin
-3-carboxilico

-

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 5 8,68 (s a, 0,6H), 8,58 (s a, 0,4H), 7,59-7,40 (m, 3H), 7,29-6,90 (m, 4H), 6,80 (m,
2H), 6,65 (m, 1H), 4,72 (m, 1H), 3,30-2,92 (m, 3H), 2,44 (s, 1H), 2,42-2,30 (m, 1H), 2,30 (s, 1H), 2,29 (s, 2H), 2,20 (s,
2H), 2,19-2,12 (m, 1H), 2,08-1,92 (m, 2H), 1,90-1,72 (m, 7H) 1,60 (m, 2H).

(4-Cloro-3-metilfenillJamida del acido (*)-(2R,3S)-2-(4-ciclopentilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)
piperidin-3-carboxilico
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g
(2

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 8,25 (s a, 0,4H), 8,16 (s a, 0,6H), 7,44-7,20 (m, 6H), 7,06-6,84 (m, 2H), 6,59-6,50 (m, 2H),
3,75 (m, 1H), 3,66 (s a, 1H), 3,26-2,92 (m, 3H), 2,43 (s, 1H), 2,42-2,30 (m, 1H), 2,30 (s, 1H), 2,29 (s, 2H), 2,20 (s, 2H),
2,19-2,12 (m, 1H), 2,08-1,92 (m, 2H), 1,80-1,58 (m, 7H) 1,45 (m, 2H).

(3-t-Butilfenil)amida del acido (2R,3S)-2-(4-ciclobutilaminofenil)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)piperidin-
3-carboxilico

9]
N
.H
LCL
O NH

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,20 (s, 0,6 H), 8,39 (s, 0,4 H), 7,44-6,88 (m, 10 H), 6,25 (dd, J = 12 Hz, J = 6 Hz, 1 H),
6,45 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 3,87 (m, 1H), 3,26-2,95 (m, 3H), 2,46-2,05 (m, 8H), 1,86-1,61 (m, 5H), 1,34-1,11 (m, 9H)

(3-Morfolin-4-il-fenillamida del acido (2R,3S)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)-2-[4-(tetrahidropiran-4-ilamino)
fenil]piperidin-3-carboxilico

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 5 7,61 (s, 1 H), 7,34-6,92 (m, 10 H), 6,78-6,65 (m, 1 H), 6,62-6,53 (m, 1H), 3,98-3,85 (m
4H), 3,83-3,70 (m, 1H), 3,55-3,30 (m, 3H), 3,27-2,98 (M, 4H), 2,42-1,92 (m, 8H), 1,81-1,45 (m, 7H)

(3-t-butilfenil)amida del acido (2R,3S)-1-(2-fluoro-6-metilbenzoil)-2-[4-((R)-2-tnfluorometilpirrolidin1-ilmetil)
fenil]piperidin3-carboxilico
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CC
N «CF,

RMN "H (400 MHz, CDCI3) 5 8,01 (s a, 0,5H), 7,96 (s a, 0,5H), 7,55-7,37 (m, 3H), 7,30-7,19 (m, 6H), 7,13-7,06 (m, 1H),
7,01-6,90 (m, 1H), 6,85-6,64 (m, 1H), 4,15-4,11 (m, 1H), 3,58-3,54 (m, 1H), 3,30-3,20 (m, 2H), 3,17-2,80 (m, 2H),
2,45-2,17 (m, 4H), 2,00-1,94 (m, 2H), 1,86-1,60 (m, 8H), 1,31-1,26 (m, 7H)

Ejemplo de referencia 8

MATERIALES Y METODOS

A. Células

1. Células que expresan el receptor C5a

a) Células U937

Las células U937 son una linea celular monocitica que expresa C5aR, y se disponen en CACT (VA). Estas células se
cultivaron como una suspension en medio RPMI-1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 1,5 g/l de bicarbonato
sédico, 4,5 g/l de glucosa, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato sédico, y SFB al 10 %. Las células se cultivaron en CO2
al 5 Y%/aire 95 %, humedad al 100 % a 37 °C y se subcultivaron dos veces por semana a 1:6 (las células se cultivaron
en un intervalo de densidad de 1 x 10% a 2 x 10° células/ml) y se recogieron en 1 x 108 células/ml. Antes del ensayo, las
células se tratan durante la noche con 0,5 mM de AMP ciclico (Sigma, OH) y se lavan una vez antes de su uso. Las
células U937 tratadas con AMPc pueden utilizarse en la unién al ligando C5aR y en ensayos funcionales.

b) Neutréfilos aislados humanos,

Opcionalmente, los neutréfilos humanos o murinos pueden utilizarse para ensayar la actividad del compuesto. Los
neutrofilos pueden aislarse a partir de sangre humana fresca utilizando separacion y centrifugado por densidad.
Brevemente, se incubd la sangre entera con partes iguales de dextrano al 3 % y se dejo separar durante 45 minutos.
Tras la separacion, la capa superior se coloca en la parte superior de 15 ml de Ficoll (15 ml de Ficoll por cada 30 ml de
suspension de sangre) y se centrifugd durante 30 minutos a 400 x g sin freno. A continuacion, se aisla el sedimento en
la parte inferior del tubo y se vuelve a suspender en tampén de lisis PharmLyse RBC (BD Biosciences, San Jose, CA)
después de lo cual la muestra se centrifuga de nuevo durante 10 minutos a 400 x g con freno. El sedimento celular
restante se vuelve a suspender segun proceda y consiste en los neutréfilos aislados.

B. Ensayos

1._Inhibicién de la unién al ligando C5aR

Las células U937 tratadas con AMPc que expresan C5aR se centrifugaron y se volvieron a suspender en tampoén de
ensayo (20 mM de HEPES pH 7,1, 140 mM de NaCl, 1 mM de CaClz, 5 mM de MgClz, y con seroalbdimina bovina al
0,1 %) a una concentracion de 3 x 10° células/ml. Los ensayos de unidn se establecieron de la siguiente manera. 0,1
ml de células se anadieron a las placas de ensayo que contienen 5 pl del compuesto, proporcionando una
concentracion final de -2-10 yM de cada compuesto para exploraciéon (o parte de una respuesta a la dosis para
determinaciones de Clso de los compuestos). A continuacion, se afiadieron 0,1 ml de C5a marcado con '2%| (obtenido
en Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA) diluido en tampdén de ensayo a una concentracion final de ~50 pM,
proporcionando -30.000 cpm por pocillo, las placas se sellaron y se incubaron durante aproximadamente 3 horas a
4 °C en una plataforma agitadora. Las reacciones se aspiraron sobre filtros de vidrio GF/B preempapados en solucion
de polietilenimina (PEI) al 0,3 %, en una cosechadora celular al vacio (Packard Instruments; Meriden, CT). El liquido
de centelleo (40 pl; Microscint 20, Packard Instruments) se afiadié a cada pocillo, las placas se sellaron y se midio la
radiactividad en un contador de centelleo Topcount (Packard Instruments). Los pocillos de control que contenian o bien
un diluyente unico (para los recuentos totales) o el exceso de C5a (1 pg/ml, para la unién no especifica) se utilizaron
para calcular el porcentaje de inhibicién total del compuesto. El programa informatico Prism de GraphPad, Inc. (San
Diego, Ca) se utilizé para calcular los valores de Clso. Los valores de Clso son aquellas concentraciones requeridas
para reducir la unién de C5a radiomarcado en el receptor en un 50 %. (Para una descripcién mas detallada de la union

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2734746 T3

al ligando y otros ensayos funcionales, véanse Dairaghi, et al., J. Biol. Chem. 274:21569-21574 (1999), Penfold, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 96:9839-9844 (1999), y Dairaghi, et al., J. Biol. Chem. 272:28206-28209 (1997)).

2. Movilizacion del calcio

Opcionalmente, los compuestos pueden ensayarse adicionalmente por su capacidad para inhibir el flujo de calcio en
las células. Para detectar la liberacion de los almacenes intracelulares de calcio, las células (p. €j., U937 o neutrdfilos
estimulados por AMPc) se incuban con 3 yM de medio de contraste INDO-01AM (Molecular Probes; Eugene, OR) en
un medio celular durante 45 minutos a temperatura ambiente y se lavan con solucién salina tamponada con fosfato
(STF). Tras la carga de INDO-01AM, las células se vuelven a suspender en tampon de flujo (solucion salina equilibrada
de Hank (SSEH) y SFB al 1 %). La movilizacion del calcio se mide utilizando un espectrofotémetro de Photon
Technology International (Photon Technology International, Nueva Jersey) con excitaciéon a 350 nm y grabacion
simultdnea doble de emision de fluorescencia a 400 nm y 490 nm. Los niveles de calcio intracelular relativos se
expresan como la relacion de emisién 400 nm/490 nm. Los experimentos se realizan a 37 °C con mezclado constante
en cubetas que contienen cada una 10° células en 2 ml de tampdn de flujo. Los ligandos de quimiocinas pueden
utilizarse en un intervalo de 1 a 100 nM. La relaciéon de emision se representa graficamente con el transcurso del
tiempo (normalmente 2-3 minutos). El ligando candidato que bloquea los compuestos (hasta 10 uM) se afiade a los 10
segundos, seguido de las quimiocinas a los 60 segundos (es decir, C5a; R&D Systems, Minneapolis, MN) y la
quimiocina de control (es decir, SDF-1a; R&D Systems, Minneapolis, MN) a los 150 segundos.

3. Ensayos de quimiotaxis

Opcionalmente, los compuestos pueden ensayarse adicionalmente por su capacidad para inhibir la quimiotaxis en las
células. Los ensayos de quimiotaxis se realizan con 5 um de policarbonato de poro, filiros revestidos de
polivinilpirrolidona en camaras de quimiotaxis de 96 pocillos (Neuroprobe; Gaithersburg, MD) utilizando tampén de
quimiotaxis (solucion salina equilibrada de Hank (SSEH) y SFB al 1 %). Los ligandos C5aR (es decir, C5a, R&D
Systems, Minneapolis, MN) se emplean para evaluar la inhibicion mediada por el compuesto de la migracién mediada
por C5aR. Otras quimiocinas (es decir, SDF-1a; R&D Systems, Minneapolis, MN) se utilizan como controles de
especificidad. La camara inferior se carga con 29 ul de quimiocinas (es decir, 0,03 nM de C5a) y cantidades variables
de compuesto; la camara superior contiene 100.000 células U937 o neutrdfilos en 20 pl. Las camaras se incuban 1,5
horas a 37 °C, y el niumero de células en la camara inferior se cuantifica bien mediante recuentos celulares directos en
cinco campos de alta potencia por pocillo 0 mediante el ensayo CyQuant (Molecular Probes), un método de tincién
fluorescente que mide el contenido de acido nucleico y la observacidon microscopica.

C. Identificacion de inhibidores de C5aR

1. Ensayo

Para evaluar las moléculas organicas pequefias que evitan que el receptor C5a se una al ligando, se emple6 un
ensayo que detecto la union del ligando radiactivo (es decir, C5a) a las células que expresan C5aR en la superficie
celular (por ejemplo, AMPc estimulé las células U937 o los neutréfilos aislados humanos). Para los compuestos que
inhibian la unién, ya sea competitiva 0 no, se observan menos recuentos radiactivos cuando se compara con los
controles sin inhibir.

Se afadieron las mismas cantidades de células a cada pocillo en la placa. Las células se incubaron a continuacién con
Cba radiomarcado. El ligando no unido se eliminé lavando las células, y el ligando unido se determiné cuantificando los
recuentos radiactivos. Las células que se incubaron sin ningin compuesto organico proporcionaron los recuentos
totales; La union no especifica se determiné incubando las células con un ligando sin marcar y un ligando marcado. El
porcentaje de inhibiciéon se determind por medio de la ecuacion:

% de inhibicién = (1 - [(cpm de la muestra) - (cpm no especificas)]/[cpm totales) - (cpm no
especificas)]) x 100.

2. Curvas dosis-respuesta

Para determinar la afinidad de un compuesto candidato para C5aR asi como confirmar su capacidad para inhibir la
unién al ligando, la actividad inhibidora se tituld en un intervalo de 1 x 10 a 1 x 10 M de concentraciones del
compuesto. En el ensayo, vario la cantidad del compuesto; mientras que se mantuvo constante el nimero de células
blancas y la concentracion del ligando.
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D. Modelos de eficacia in vivo

Los compuestos de interés pueden evaluarse para la eficacia potencial en el tratamiento de condiciones mediadas por
Cb5a mediante la determinacion de la eficacia del compuesto en un modelo animal. Ademas de los modelos descritos
en lo sucesivo, otros modelos animales adecuados para el estudio del compuesto de interés pueden hallarse en
Mizuno, M. et al., Expert Opin. Investig. Drug (2005), 14(7), 807-821.

1. Modelos de leucopenia inducida por C5a

a) Leucopenia inducida por C5a en un modelo de ratén con sustitucion de secuencia génica con C5aR
humano

Para estudiar la eficacia de los compuestos en un modelo animal, puede crearse un ratéon recombinante utilizando
técnicas convencionales, donde la secuencia genética codificante para el C5aR de ratdn se sustituye con la secuencia
codificante del C5aR humano, para crear una ratén hC5aR-KI. En este raton, la administracion de hC5a produce el
aumento de moléculas de adhesion en las paredes de los vasos sanguineos que se unen a los leucocitos de la sangre,
secuestrandolos del torrente sanguineo. A los animales se les administra 20 ug/kg de hC5a y 1 minuto mas tarde los
leucocitos se cuantifican en la sangre periférica mediante técnicas convencionales. El pretratamiento de los ratones
con dosis variables de los presentes compuestos puede bloquear casi por completo la leucopenia inducida por hC5a.

b) Leucopenia inducida por C5a en un modelo de cangrejero

Para estudiar la eficacia de los compuestos en un modelo de primate no humano, se estudia la leucopenia inducida por
C5a en un modelo de cangrejero. En este modelo de administracion de hC5a se produce el aumento de las moléculas
de adhesion en las paredes de los vasos sanguineos que se unen a los leucocitos de la sangre, en consecuencia,
secuestrandolos del torrente sanguineo. A los animales se les administra 10 ug/kg de hC5a y 1 minuto mas tarde se
cuantifican los leucocitos en la sangre periférica.

Modelo de raton de vasculitis inducida por AACN

En el dia 0 a los ratones hC5aR-KI se les inyecta por via intravenosa 50 mg/kg de anticuerpo purificado contra
mieloperoxidasa (Xiao et al, J. Clin. Invest. 110: 955-963 (2002)). Los ratones se dosifican ademas con dosis diarias
orales de los compuestos o un vehiculo durante siete dias, a continuacion, los ratones se sacrifican y se recogen los
rifones para el examen histolégico. El analisis de las secciones renales puede mostrar significativamente la reduccion
del numero y la gravedad de las lesiones necréticas o crescénticas en los glomérulos en comparacién con los animales
tratados con el vehiculo.

2. Modelo de ratén de neovascularizaciéon coroidea

Para estudiar la eficacia de los compuestos en el tratamiento de la degeneracion macular asociada a la edad (DME), la
membrana de Bruch en los ojos de ratones hC5aR-KI se rompe por la fotocoagulacion con laser (Nozika et al, PNAS
103: 2328-2333 (2006). Los ratones se trataron con un vehiculo o con una dosis oral diaria o intravitrea apta de un
compuesto de la invencion durante una a dos semanas. La reparacion del dafio inducido por laser y la
neovascularizacién se evaltan por histologia y angiografia.

3. Modelos de artritis reumatoide

a) Modelo de conejo de inflamacion destructiva de las articulaciones

Para estudiar los efectos de los compuestos candidatos en la inhibicion de la respuesta inflamatoria de conejos a una
inyeccion intraarticular del componente lipopolisacarido (LPS) de la membrana bacteriana, se utiliza un modelo de
conejo de inflamacion destructiva de las articulaciones. Este disefio de estudio imita la inflamacién destructiva de las
articulaciones vista en la artritis. La inyeccién intraarticular de LPS causa una respuesta inflamatoria aguda
caracterizada por la liberacion de citoquinas y quimiocinas, muchas de las cuales se han identificado en las
articulaciones artriticas reumatoides. Un notable incremento en los leucocitos se produce en el liquido sinovial y en el
sinovio en respuesta a la elevacion de estos mediadores quimiotacticos. Los antagonistas selectivos de los receptores
de quimiocinas han mostrado eficacia en este modelo (véase Podolin, et al., J. Immunol. 169(11):6435-6444 (2002)).

Se lleva a cabo un estudio de LPS en conejo esencialmente como se describe en Podolin, et al. ibid., se trataron
conejos hembra de Nueva Zelanda (aproximadamente 2 kilogramos) por via intraarticular en una rodilla con LPS (10
ng) junto con solamente el vehiculo (solucion salina tamponada con fosfato con DMSO al 1 %) o con la adicion del
compuesto candidato (dosis 1 = 50 uM o dosis 2 = 100 mM) en un volumen total de 1,0 ml. Dieciséis horas después de
la inyeccién de LPS, las rodillas se lavan y se realizan los recuentos celulares. Los efectos beneficiosos del tratamiento
se determinaron mediante evaluacién histopatoldgica de la inflamacion sinovial. Las puntuaciones de inflamacion se
utilizan para la evaluacion histopatoldgica: 1 - minima, 2 - leve, 3 - moderada, 4 - moderada a intensa.
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b) Evaluacién de un compuesto en un modelo de rata de artritis inducida por colageno

En el dia 17 se lleva a cabo el desarrollo de un estudio de artritis por colageno tipo Il para evaluar los efectos de un
compuesto candidato en inflamacién del tobillo clinico inducida por artritis. La artritis por colageno en rata es un modelo
experimental de poliartritis que se ha utilizado ampliamente para los ensayos preclinicos de numerosos agentes
antiartriticos (véase Trentham, et al., J. Exp. Med. 146(3):857-868 (1977), Bendele, et al., Toxicologic Pathol.
27:134-142 (1999), Bendele, et al., Artritis, Rheum. 42:498-506 (1999)). Las marcas distintivas de este modelo son el
inicio fiable y la progresion de la inflamacion poliarticular intensa facilmente medible, la destruccion del cartilago
marcado junto con la formacién de queratis vascular, la resorcion 6sea leve a moderada y la proliferacion 6sea
periostica.

Se anestesian ratas Lewis hembra (aproximadamente 0,2 kilogramos) con isoflurano y se les inyecta adyuvante
incompleto de Freund que contiene 2 mg ml/colageno tipo Il bovino en la base de la cola y en dos sitios en el dorso los
dias 0 y 6 para este estudio de 17 dias. Un compuesto candidato se dosifica diariamente de manera subcutanea del
dia 0 al dia 17 a una dosis eficaz. Se realizaron mediciones con plicometro del diametro de la articulacion del tobillo, y
se realizo la reduccion de la hinchazon de las articulaciones como medida de eficacia.

4. Modelo de sepsis en rata

Para estudiar el efecto de los compuestos de interés en la inhibicion de la respuesta inflamatoria generalizada que se
asocia a sepsis como enfermedad, se utiliza el modelo de sepsis en rata por ligamento y puncién cecal (LPC). Un
estudio de LPC en ratas se lleva a cabo fundamentalmente como se describe en Fujimura N, et al. (American Journal
Respiratory Critical Care Medicine 2000; 161: 440-446). Descrito brevemente en este caso, se someten a ayuno ratas
albinas Wistar de ambos sexos con pesos entre 200-250 g durante doce horas antes de los experimentos. Los
animales permanecen en ciclos normales de 12 horas de luz y oscuridad y se les dispuso alimento convencional para
ratas hasta 12 horas antes del experimento. A continuacion, los animales se dividen en cuatro grupos; () dos grupos
de operacioén simulada y (ii) dos grupos de LPC. Cada uno de estos dos grupos (es decir, (i) y (ii)) se divide en grupo de
control de vehiculo y un grupo de compuesto de ensayo. La sepsis se induce por el método de LPC. Con anestesia
breve se realiza una laparotomia en linea media utilizando diseccion minima y el ciego se liga justo bajo la valvula
ileocecal con seda 3-0, por lo que se mantiene la continuidad intestinal. La superficie antimesintérica del ciego se
perfora con una aguja de calibre 18 en dos sitios a 1 cm de distancia y el ciego se presiona suavemente hasta que se
extruye la materia fecal. El intestino se recoloca en el abdomen y se cierra la incision. Al final de la operacion, todas las
ratas se reaniman con solucién salina, 3 ml/100 g de peso corporal, dada por via subcutanea. Tras la operacion, las
ratas se privan de alimentacion, aunque tienen acceso libre al agua durante las préximas 16 horas hasta que se
sacrifican. A los grupos de operacion simulada se les realiza una laparotomia y el ciego se manipula pero no se liga o
perfora. Los efectos beneficiosos del tratamiento se miden por puntuacion histopatoldgica de los tejidos y 6rganos asi
como la medicidon de varios indicadores clave de la funcidon hepatica, funcién renal, y peroxidacion lipidica. Para
ensayar la funcion hepatica se miden la aspartato transaminasa (AST) y alanina transaminasa (ALT). Se estudian las
concentraciones de nitrégeno ureico y creatinina en sangre para evaluar la funcién renal. Las citoquinas
proinflamatorias, tales como FNT-alfa e IL-1 beta también se ensayan mediante ELISA para los niveles séricos.

5. Modelo de ratén de LES de nefritis lUpica experimental.

Para estudiar el efecto de los compuestos de interés en lupus eritematoso sistémico (LES), se utilizo el modelo de LES
MRL/lpr murino. La cepa MRL/Mp-Tmfrsf6*”Pr (MRL/Ipr) es un modelo de ratén utilizado habitualmente de LES
humano. Para ensayar la eficacia de los compuestos en este modelo, los ratones macho MRL/Ipr se dividen por igual
entre el control y los grupos antagonistas de C5aR a las 13 semanas de vida. A continuacion, durante las proximas 6
semanas el compuesto o vehiculo se administra a los animales a través de bombas osmoticas para mantener la
cobertura y minimizar los efectos del estrés en los animales. Las muestras de suero y orina se recogen cada dos
semanas durante las seis semanas del inicio y progresion de la enfermedad. En una minoria de estos ratones se
desarrolla glomeruloesclerosis que produce la muerte del animal debido a insuficiencia renal. La consiguiente
mortalidad como indicador de la insuficiencia renal es uno de los criterios medidos y el tratamiento exitoso dara lugar
generalmente a un retraso en el inicio de la muerte subita entre los grupos de ensayo. Ademds, la presencia y
magnitud de la enfermedad renal también pueden controlarse continuamente con mediciones de nitrégeno ureico en
sangre (NUS) y albuminuria. Los tejidos y érganos también se recogieron a las 19 semanas y se sometieron a
histopatologia, inmunohistoquimica y se puntuaron basandose en el dafo tisular e infiltracién celular.

6. Modelo de rata de EPOC

La inflamacién de las vias respiratorias inducida por humo en modelos de roedores puede utilizarse para evaluar la
eficacia de los compuestos en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Los antagonistas selectivos de
quimiocinas han mostrado eficacia en este modelo (véase, Stevenson, et al., Am. J. Physiol Lung Cell Mol Physiol. 288
L514-L522, (2005)). Un modelo en rata de EPOC aguda se lleva a cabo como se describe en Stevenson et al. Un
compuesto de interés se administra de forma sistémica a través de la dosificacion oral o IV; o localmente con el
compuesto nebulizado. Las ratas macho Sprague-Dawley (350-400 g) se colocaron en camaras de Perspex y se
expusieron al humo del cigarrillo recogido mediante una bomba (50 ml con intercambio cada 30 segundos a aire puro).
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Las ratas se exponen durante un periodo total de 32 minutos. Las ratas se sacrifican a los 7 dias tras la exposicion
inicial. Cualquier efecto beneficioso del tratamiento se evalua por una reduccién del infiltrado celular inflamatorio,
disminuye los niveles de quimiocinas y citoquinas.

En un modelo crénico, los ratones o ratas se exponen a exposiciones de humo de tabaco diarias de hasta 12 meses. El
compuesto se administra por via sistémica a través de la dosificacion oral una vez al dia, o de manera potencial
localmente a través del compuesto nebulizado. Ademas de la inflamacién observada con el modelo agudo (Stevensen
et al.), los animales también pueden exhibir otras patologias similares a las observadas en la EPOC humana, tal como
enfisema (como se indica por el aumento de la intercepcién lineal media) asi como la quimica pulmonar alterada
(véase Martorana et al, Am. J. Respir. Crit Care Med. 172(7):848-53.

7. Modelo EAE en ratén de esclerosis multiple

La encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) es un modelo de esclerosis multiple humana. Se han publicado
las variantes del modelo, y se conocen adecuadamente en el campo. En un protocolo tipico, ratones C57BL/6 (Charles
River Laboratories) se utilizan en el modelo de EAE. Los ratones se inmunizan con 200 ug de glicoproteina mielina de
oligodendrocitos (GMOQO) 35-55 (Peptide International) emulsionada en adyuvante completo de Freund (ACF) que
contiene 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (Sigma-Aldrich) por via SC en el dia 0. Ademas, en el dia 0 y en el dia
2 a los animales se les administra 200 ng de toxina pertussis IV (Calbiochem). La puntuacién clinica se basa en una
escala de 0-5: 0, ningun sintoma de enfermedad; 1, cola flacida; 2, debilidad de las extremidades posteriores; 3,
paralisis de las extremidades posteriores; 4, debilidad o paralisis de la extremidad anterior; 5, moribundo. La
dosificacion de los compuestos de interés que se va a evaluar puede iniciarse en el dia O (profilactico) o el dia 7
(terapéutico, cuando se tiene prueba histoldgica de la enfermedad, pero pocos animales muestran signos clinicos) y se
dosifican uno o mas por dia en las concentraciones apropiadas por su actividad y propiedades farmacocinéticas, p. €j.,
100 mg/kg SC. La eficacia de los compuestos puede evaluarse mediante comparaciones de gravedad (puntuacion
clinica media maxima en presencia del compuesto en comparacion con el vehiculo), o midiendo una disminucién en el
nimero de macréfagos (F4/80 positivo) aislados de la médula espinal. Las células mononucleares de la médula
espinal pueden aislarse a través del gradiente discontinuo de Percoll. Las células pueden tefiirse utilizando F4/80-PE
anti-raton de rata o IgG2b-PE de rata (Caltag Laboratories) y cuantificarse mediante analisis por CCAF utilizando 10 ul
de polimicroesferas por muestra (Polysciences).

8. Modelo de ratén de trasplante renal

Los modelos de trasplante pueden realizarse en ratones, por ejemplo, se describe un modelo de trasplante de rifién
alogénico de ratones C57BL/6 a ratones BALB/c en Faikah Gueler et al, JASN Express, 27 de agosto de 2008. En
resumen, los ratones se anestesian y el rifidn del donante izquierdo se une a un manguito de la aorta y la vena renal
con un pequefio manguito de la vena cava, y los uréteres se retiran en bloque. Tras la nefrectomia izquierda del
receptor, los manguitos vasculares se anastomosan a la aorta abdominal y a la vena cava del receptor,
respectivamente, bajo el nivel de los vasos renales nativos. El uréter se anastomosa directamente a la vejiga. El tiempo
de isquemia fria es de 60 minutos, y el tiempo de isquemia caliente es de 30 min. El rifidén derecho nativo puede
extraerse en el momento del trasplante del aloinjerto o en el postrasplante del dia 4 para los estudios de supervivencia
a largo plazo. El estado fisico general de los ratones se controla para pruebas de rechazo. El tratamiento de los
animales con el compuesto puede iniciarse antes de la cirugia o inmediatamente después del trasplante, p. ej.,
inyeccion en la subincisién una vez al dia. Los ratones se estudiaron para la funcién renal y la supervivencia. Los
niveles de creatinina en suero se miden por un método automatizado (Beckman Analyzer, Krefeld, Alemania).

9. Modelo de ratén de isquemia/reperfusion

Un modelo de raton de lesidn por isquemia/reperfusion puede realizarse como describen Xiufen Zheng et al, Am. J.
Pathol, vol. 173:4, octubre de 2008. En pocas palabras, los ratones CD1 de 6-8 semanas se anestesian y se colocan
en una manta térmica para mantener el calor durante la cirugia. Después de las incisiones abdominales, los pediculos
renales se diseccionan directamente y se coloca una pinza microvascular en el pediculo renal izquierdo durante 25-30
minutos. Tras la isquemia, las pinzas se retiran junto con el rifidn derecho, se suturan las incisiones, y se permite la
recuperacion de los animales. La sangre se extrae para el analisis de creatinina y NUS en suero como indicador de la
salud renal. Alternativamente, la supervivencia de los animales se controla conforme avance el tiempo. El compuesto
puede administrarse a los animales antes y/o después de la cirugia y los efectos en la creatinina, NUS en suero, o
supervivencia de los animales se utilizan como indicadores de la eficacia del compuesto.

10. Modelo de ratén del crecimiento tumoral

A los ratones C57BL/6 de 6-16 semanas de vida se les inyecta por via subcutanea 1x10° células TC-1 (CACT, VA) en
el flanco posterior izquierdo o derecho. A partir de aproximadamente 2 semanas después de la inyeccion celular, los
tumores se midieron con plicometros cada 2-4 d hasta el tamafio del tumor requerido, los ratones se sacrifican. En el
momento del sacrificio los animales se someten a una necropsia completa y se les extraen los bazos y tumores. Los
tumores extirpados se miden y se pesan. Los compuestos pueden administrarse antes y/o después de las inyecciones
tumorales, y un retraso o inhibicién del crecimiento tumoral se utiliza para evaluar la eficacia del compuesto.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula:
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Figura 1 (lamina 1)
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Figura 1 (lamina 2)
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Figura 1 (lamina 3)
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Figura 1 (lamina 4)
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Figura 1 (lamina 5)
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Figura 1 (lamina 6)
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Figura 1 (lamina 7)
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Figura 1 (lamina 8)
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Figura 1 (lamina 9)
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Figura 1 (lamina 10)
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Figura 1 (lamina 11)
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Figura 1 (lamina 12)
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Figura 1 (lamina 13)
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Figura 1 (lamina 14)
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Figura 1 (lamina 15)
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Figura 1 (lamina 16)
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Figura 1 (lamina 17)
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Figura 1 (lamina 18)
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Figura 1 (lamina 19)
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Figura 1 (lamina 20)
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Figura 1 (lamina 21)
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Figura 1 (lamina 22)
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Figura 1 (lamina 23)
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