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DESCRIPCION
Derivado de la triazolopirazinona util como inhibidor de la pde1 humana

La presente invencion se refiere a un determinado inhibidor de la PDE1 en el ser humano, a las composiciones
farmacéuticas que componen el compuesto, a los procedimientos de utilizacion del compuesto para tratar los
trastornos fisioldgicos y a los intermediarios y procesos utiles para la sintesis del compuesto.

Las fosfodiesterasas (PDEs) son enzimas que regulan los niveles celulares de cAMP y cGMP controlando la velocidad
de hidrolizacién de estos nucledétidos ciclicos. La PDE1, una PDE dependiente del calcio y la calmodulina, es una de
las 11 familias de PDE conocidas. La PDE1 se expresa en muchos tejidos, incluidos el cerebro, el corazon, el pulmén,
el rifidn y el masculo liso. Ademas, la PDE1 esta compuesta por una familia de tres isoformas conocidas, PDE1A,
PDE1B y PDE1C.

Los pacientes que sufren de diabetes a menudo desarrollan una forma de enfermedad renal crénica conocida como
enfermedad renal diabética (o nefropatia diabética). Se ha estimado que la enfermedad renal diabética puede afectar
hasta el 40 por ciento de los pacientes diabéticos. Las opciones de tratamiento para la enfermedad renal diabética son
limitadas e incluyen el uso de medicamentos que reducen la presion arterial, el control de los niveles de glucosa en la
sangre, la dieta y el peso, y la realizacion de actividad fisica regular. Por lo tanto, es necesario contar con opciones de
tratamiento adicionales para los pacientes que sufren de enfermedad renal crénica, en particular la enfermedad renal
diabética.

La patente de los Estados Unidos No0.8,299,080 revela ciertos derivados de la quinoxalina que tienen una actividad
inhibidora de la PDE9, util para el tratamiento de diversos trastornos, como la disuria y la hipertension. Ademas, la
Patente Europea No. 0 040 401 revela ciertos sustituidos triazoloquinoxalin-4-onas que poseen actividad anti-
hipertensiva.

La presente invencion proporciona un cierto compuesto nuevo que es un inhibidor de la PDE1 humana. Ademas, la
presente invencion proporciona un cierto compuesto novedoso que es un inhibidor selectivo de la PDE1A, PDE1B y
PDE1C humanas en relacién con otras PDE humanas, como la PDE2A, PDE3A, PDE4D, PDES5SA, PDEGAB, PDE7B,
PDES8A. PDE9A, PDE10A y PDR11A. Ademas, la presente invencion proporciona un cierto compuesto novedoso que
puede tener efectos antihipertensivos y también puede mejorar el flujo sanguineo renal. Ademas, el compuesto de la
presente invencién puede reducir la fibrosis renal.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula I
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La presente invencion también proporciona un procedimiento para tratar la enfermedad renal crénica en un paciente,
que consiste en administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de
la Formula I.

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencion también proporciona un procedimiento para tratar la enfermedad renal diabética en un paciente,
que consiste en administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de
la Féormula 1.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de tratamiento de la hipertensién en un paciente que
consiste en administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de la
Férmula 1.

Ademas, la invencién proporciona un compuesto de la Férmula | para su uso en la terapia. La invencién también
proporciona un compuesto de la Féormula | para su uso en el tratamiento de la enfermedad renal crénica. Ademas, la
invencion proporciona un compuesto de la Férmula | para su uso en el tratamiento de la enfermedad renal diabética.
Ademas, la invencion proporciona un compuesto de Férmula | para su uso en el tratamiento de la hipertension.
Ademas, la invencion proporciona el uso de un compuesto de Férmula | para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de la enfermedad renal créonica. Ademas, la invencién proporciona el uso de un compuesto de Férmula
| para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad renal diabética. La invencion ademas
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proporciona el uso de un compuesto de Férmula | para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la
hipertension.

La invencion proporciona ademas una composicién farmacéutica, que comprende un compuesto de la Férmula 1 con
uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. La invencién ademas proporciona un
proceso para preparar una composicion farmacéutica, que comprende la mezcla de un compuesto de Férmula 1 con
uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. La presente invencion también abarca
nuevos intermediarios y procesos para la sintesis del compuesto de la Férmula .

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "trato", "tratamiento” o "tratar" incluyen prohibir, restringir,
ralentizar, detener o invertir la progresion o la gravedad de un sintoma o trastorno existente.

Tal como se usa en el presente documento, el término "paciente” se refiere a un mamifero, como un ratén, un conejillo
de indias, una rata, un perro o un humano. Se entiende que el paciente preferido es un humano.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad efectiva" se refiere a la cantidad o dosis del
compuesto de la invencién, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que, tras la administracién de una
dosis Unica o multiple al paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo diagndstico o tratamiento.

Una cantidad efectiva puede ser facilimente determinada por un experto en la materia utilizando técnicas conocidas y
observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas. Para determinar la cantidad efectiva para un
paciente, un experto en la materia considera una serie de factores, incluyendo, pero no limitandose a: el tamafio, edad
y salud general del paciente; la enfermedad o trastorno especifico involucrado; el grado de implicacion o la severidad
de la enfermedad o trastorno; la respuesta del paciente individual; el compuesto particular administrado; el modo de
administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad del preparado administrado; el régimen de dosis seleccionado;
el uso de medicacion concomitante; y otras circunstancias relevantes.

El compuesto de la Férmula | es generalmente efectivo en un amplio rango de dosis. Por ejemplo, las dosis diarias
normalmente estan dentro del rango de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal. En
algunos casos, los niveles de dosificacion por debajo del limite inferior de la gama mencionada pueden ser mas que
adecuados, mientras que en otros casos pueden emplearse dosis aun mayores con efectos secundarios aceptables
y, por lo tanto, la gama de dosificacion mencionada no tiene por objeto limitar en modo alguno el ambito de la invencion.

Los compuestos de la invencion se formulan preferentemente como composiciones farmacéuticas administradas por
cualquier via que haga que el compuesto sea biodisponible, incluidas las vias oral y parenteral. Preferentemente, tales
composiciones son para administracion oral. Tales composiciones farmacéuticas y procesos para prepararlas son bien
conocidos en la técnica. (Véase, por ejemplo, Remington: La ciencia y la practica de la farmacia. L.V. Allen, Editor, 222
Edicion. Pharmaceutical Press, 2012).

Una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de la invencion puede formarse, por ejemplo, mediante la
reaccion de una base libre apropiada del compuesto de la invencion y un acido apropiado farmacéuticamente
aceptable en un disolvente adecuado en condiciones estandar bien conocidas en la técnica. La formacién de tales
sales es bien conocida y apreciada en la técnica. Véanse, por ejemplo, Gould, P.L., "Seleccion de sales para farmacos
de base", International Journal of Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., y otros, "Seleccién de sales y
procedimientos de optimizacion de entidades novedosas farmaquimicas", Organic Process Research and
Development, 4: 427-435 (2000); y Berge, S.M., y otros, "Sales farmacéuticas", Journal of Pharmaceutical Sciences,
66: 1-19, (1977 ).

Ciertas abreviaturas se definen de la siguiente manera: "ACN" se refiere al acetonitrilo; "AcOH" se refiere al acido
acético glacial; "DBU" se refiere al 1,8-diazabiciclo[5.4].0Jundec-7-eno; "DCM" se refiere al diclorometano o al cloruro
de metileno; "DIPEA" se refiere a la N,N-diisopropilletina; "DMF" se refiere a la N,N-dimetilformamida; "DMSQ" se
refiere al dimetilsulféxido; "EDCI" se refiere a la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; "ES/MS" se refiere a la
Espectrometria de Masas por Electrospray; "EtOAc" se refiere al acetato de etilo; "Et,O" se refiere al éter dietilico;
"EtOH" se refiere al etanol; "HMDS" se refiere al hezametildisilazano; "HOBT" se refiere al hidroxibenzotriazol: "hr" se
refiere a la hora u horas; "ICsq" se refiere a la concentracion de un agente que produce el 50% de la maxima respuesta
inhibitoria posible para ese agente; "umol" se refiere a micromol o micromoles; "min" se refiere al minuto o minutos;
"MeOH" se refiere al metanol o al alcohol metilico; "MTBE" se refiere al metil-terc-butil éter; "NiNTA" se refiere a la
cromatografia con una fase estacionaria de agarosa funcionalizada con acido nitrilotriacético como quelante; "POCI;"
se refiere al oxicloruro de fésforo; "RT" se refiere a la temperatura ambiente; "SNAr" se refiere a la sustitucion aromatica
nucledfila; "TEA" se refiere a la trietilamina; "THF" se refiere al tetrahidrofurano; "Tris" se refiere al 2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol; "U/ml" se refiere a las unidades por mililitro; "wt" se refiere al peso.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse mediante una variedad de procedimientos conocidos por
un experto en la técnica, algunos de los cuales se ilustran en los esquemas, preparaciones y ejemplos que figuran a
continuacién. El experto en la técnica reconocera que los pasos sintéticos especificos para cada una de las vias
descritas pueden combinarse de diferentes maneras, o en conjuncion con pasos de diferentes esquemas, para
preparar los compuestos de la invencién. Los productos de cada paso de los esquemas que figuran a continuacion
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pueden recuperarse mediante procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica, entre ellos la extraccion,
la evaporacion, la precipitacion, la cromatografia, la filtracion, la trituracion y la cristalizacion. En los esquemas que
figuran a continuacion, todos los sustitutos, a menos que se indique otra cosa, son los definidos anteriormente. Los
reactivos y los materiales de partida son faciimente accesibles para un experto en la técnica. Sin limitar el ambito de
la invencion, se proporcionan los siguientes esquemas, preparaciones y ejemplos para ilustrar mejor la invencion:

Ezquema 1
N__NH,
LJ: _pasoa N i NO; paso B U :
H

l paso C

pascuE U I “NH,; pas-DD u I

Ay
L L
Y

Formula |

<

El esquema 1 describe la sintesis del compuesto de la Féormula I. En el esquema 1, el paso A. La reacciéon SNAr de la
3-fluoro-2-nitropiridina, lograda con varios nucledfilos, es muy apreciada en la técnica. Por ejemplo, aproximadamente
1 equivalente de 3-fluoro-2-nitropiridina se reacciona con aproximadamente 3 equivalentes de butano-1-amina en un
disolvente polar adecuado como el EtOH. El producto puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas
en la técnica, como la extraccion. Por ejemplo, la mezcla de la reaccion puede diluirse con agua y extraerse con un
disolvente organico polar adecuado como el EtOAc. Los extractos organicos pueden combinarse, secarse sobre
sulfato de sodio anhidro, filtrarse y concentrarse bajo presion reducida para proporcionar N-butil-2-nitro-piridina-3-
amina, el producto del paso A, es de suficiente pureza para su uso en el siguiente paso sin purificacion adicional.

La posterior reduccion del grupo nitro es bien conocida en la técnica. En el Esquema 1, paso B, por ejemplo,
aproximadamente 1 equivalente de N-bultil-2-nitro-piridina-3-amina, el producto del paso A, puede ser hidrogenado en
presencia de un catalizador de metal de transiciéon apropiado, como el paladio sobre el carbono, en una variedad de
solventes organicos, como el MeOH. El producto reducido puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien
conocidas en la técnica, como la filtracion y la evaporacion. Por ejemplo, la mezcla de reaccién cruda puede filtrarse
a través de un lecho de tierra de diatomeas, y el filtrado puede concentrarse a presion reducida para obtener N3-
butilpiridina-2,3-diamina, el producto del Esquema 1, paso B, es de suficiente pureza para su uso en el siguiente paso
sin purificacion adicional.

La ciclizacion al producto dieno del Esquema 1, paso C, puede lograrse en condiciones de acilacion térmica con
oxalato de dietilo en un disolvente organico apropiado como el EtOH. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente
de N3-butilpiridin-2,3-diamina puede tratarse con unos 5 equivalentes de oxalato de dietilo en un disolvente organico
polar adecuado, como el EtOH, en un tubo sellado a unos 100 °C. El producto ciclado puede entonces aislarse
utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, como la precipitacion y la filiracion. Por ejemplo, la mezcla de la
reaccion puede enfriarse hasta unos -10 a 0 °C, y el precipitado subsiguiente puede recogerse mediante filtracion y
lavado con éter dietilico para obtener 1-butil-4H-pirido[2,3-b]pirazina-2,3-diona, el producto del Esquema 1, paso C,
es de suficiente pureza para su uso en el siguiente paso sin purificacion adicional.

La deshidratacion de un carbonilo activado con un nucledfilo como la hidracina es muy apreciada en la técnica. Por

ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-4H-pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diona, el producto del Esquema 1, paso

C, puede tratarse con aproximadamente 5 equivalentes de hidracina monohidratada a unos 100 °C en un tubo
4
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presurizado. El producto puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, como la
precipitacion y la filtracion. Por ejemplo, la mezcla de reaccién cruda puede enfriarse hasta unos 0 °C, y el precipitado
resultante puede recogerse mediante filtracion y lavado con éter dietilico para obtener 1-butil-3-hidracino-pirido[2,3-
b]pirazin-2-ona, el producto del Esquema 1, paso D, es de suficiente pureza para su uso en el siguiente paso sin
necesidad de purificacién adicional.

La subsiguiente alquilacion del producto de la hidracina del paso D puede lograrse mediante diversas técnicas de
aminacion reductora bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-3-hidracino-
pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del Esquema 1, paso D, puede ser tratado con aproximadamente 2 equivalentes
de un alquilo aldehido sustituido apropiadamente, como 1-metilciclopropanocarbaldehido (CAS # 4515-89-3, Enamine
LLC, USA), en un solvente alcohdlico apropiado como el MeOH que contiene una cantidad catalitica de un acido
apropiado, como el AcOH, a aproximadamente RT al reflujo. El producto puede entonces ser aislado utilizando
técnicas bien conocidas en la técnica, como la cristalizacion y la filtracion. Por ejemplo, la mezcla de reaccion cruda
puede concentrarse a presion reducida, y el producto puede obtenerse por cristalizacion con un disolvente organico
adecuado, como los hexanos, con filtracion posterior para obtener 1-butil-3-[2-[(1-
metilciclopropil)metileno]hidracino]pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del Esquema 1, paso E.

La preparacion del compuesto de la Férmula | puede lograrse utilizando un ciclo oxidativo hipervalente mediado por
yodo (R. Aggarwal & G. Sumran, Synthetic Communications, 36: 1873-1876, 2006 ) enla imina sustituida 1-butil-3-[2-
[(1-metilciclopropil)metileno]hidracino]pirido[2,3-b]pirazin-2-ona en un disolvente organico adecuado, como el DCM, a
temperaturas que oscilan entre 0 °C y TA. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-3-[2-[(1-
metilciclopropil)metileno]hidracino]pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del Esquema I, paso E, puede disolverse en
DCM vy tratarse con aproximadamente 2 equivalentes de diacetato de yodosobenceno (CAS # 3240-34-4) a
temperaturas que oscilan entre 0 °C y TA. El producto puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas
en la técnica, como la extraccion y la cromatografia. Por ejemplo, la mezcla de reaccion puede ser diluida con agua y
extraida con DCM. Las capas pueden ser separadas y la capa organica es lavada secuencialmente con NaHCO3
acuoso saturado, secada sobre Na;SOy, filtrada y concentrada bajo presion reducida. El residuo resultante puede ser
purificado por cromatografia sobre silice, utilizando un gradiente de una mezcla de disolventes apropiada como el
EtOAc y hexanos, para obtener el compuesto de la Férmula I, producto del Esquema |, paso F.

Esguema 2
N ﬂ 9] N, N__Cl H
O pasoa [ I ° pasoB i N‘--{
=N = =N To ' I NH,
A A E \
paso C
vg‘“ Rt
N\‘ NrN paSGD N h NL‘N
(LIl — CI X
g Nkl\ﬂ SN
Fomnula |

El esquema 2 muestra una sintesis alternativa del compuesto de la Férmula |. En el Esquema 2, paso A, 1-butil-4H-
pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diona, el producto del Esquema |, paso C, puede convertirse en el compuesto de cloro, como
es bien conocido en la técnica, usando un agente de cloracién adecuado, como POCI3, SOCIy, cloruro de oxalilo, o
PCls, en un solvente organico apropiado como DCM o ACN que contiene una cantidad catalitica de DMF a
temperaturas que van desde TA hasta el reflujo. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-4H-pirido[2,3-
b]pirazin-2,3-diona, el producto del Esquema 1, paso C, puede disolverse en ACN que contiene DMF, y la mezcla de
reaccion resultante puede tratarse con aproximadamente 3 equivalentes de cloruro de tionilo y calentarse hasta el
reflujo durante unas 3 hr. La mezcla de reaccién se concentra a presion reducida después de enfriarse a temperatura
ambiente para obtener el producto del Esquema 2, paso A, 1-butil-3-cloro-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, adecuado para
su uso posterior sin adicional purificacion.
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En el esquema 2, paso B, el desplazamiento del cloruro puede lograrse tratando aproximadamente 1 equivalente de
1-butil-3-cloro-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del esquema 2, paso A, con una solucién de aproximadamente 4
equivalentes de hidracina acuosa monohidratada en un disolvente apto para polos como el THF en TA durante unas
8 a 24 horas. Por ejemplo, la mezcla de reaccion puede diluirse con agua y filtrarse, y la torta de filiro puede lavarse
con un disolvente organico adecuado de alto punto de ebullicion como el tolueno o el MTBE, y el agua resultante
puede eliminarse de la mezcla bifasica mediante una simple destilacion azeotrépica en un evaporador rotatorio a
presion reducida con un disolvente adecuado de alto punto de ebullicién, como el 2-metil-tetrahidrofurano, para obtener
1-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, producto del paso B del esquema 2.

La acilacion del producto del paso B puede realizarse con un acido carboxilico adecuado utilizando una variedad de
técnicas de acoplamiento de amida bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, aproximadamente yo equivalente de 1-
butil-3-hidracino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del esquema 2, paso B, puede ser acoplado con
aproximadamente 1,5 equivalentes de 1-metilciclopropano de acido carboxilico en un solvente organico adecuado,
como THF, DMF, o DMSO, conteniendo aproximadamente 1,5 equivalentes de EDCI y 1,5 equivalentes de HOBT con
la adicion subsiguiente de aproximadamente 3-5 equivalentes de una base organica no nucledéfila como DIPEA o TEA.
El producto puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, como la extraccién. Por
ejemplo, la mezcla de la reaccion puede ser neutralizada con un acido mineral adecuado como el HCI acuoso diluido
con agua, y lavada con un solvente organico adecuado como el DCM, EtOAc, MTBE o Et,O. Las capas pueden
separarse y la capa acuosa resultante puede basificarse a pH ~ 7-8 con un sélido alcalino apropiado, como K;COs,
NaHCOs3, o Na;SOs3, con extraccion posterior con un disolvente organico adecuado como DCM, EtOAc, o Et;0. Las
capas organicas pueden lavarse secuencialmente con agua, NaCl acuoso saturado, secarse sobre Na;SO., filtrarse,
y el filtrado concentrarse bajo presion reducida para dar N'-(1-butil-2-oxo-pirido[2,3-b]pirazin-3-yl)-1-metil-
ciclopropanecarbohidracida, el producto del Esquema 2, paso C.

En el esquema 2, paso D, el compuesto de la Férmula 1 puede lograrse mediante ciclizacion en condiciones térmicas
o de microondas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, puede calentarse aproximadamente 1 equivalente de N'-
(1-butil-2-oxopirido[2,3-b]pirazin-3-il)- 1-metil-ciclopropanecarbohidrato durante unas 2 a 12 horas bajo reflujo en un
disolvente adecuado como el hexametildisilazano que contiene aproximadamente 0,2 equivalentes de una base
organica no nucledfila adecuada como el 1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundec-7-eno. El producto puede entonces aislarse
utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, como la dilucion, la filtracion, la trituracion y la cromatografia. Por
ejemplo, la mezcla de reaccién puede verterse en agua y el precipitado resultante puede recogerse por filtracion, con
la subsiguiente division del solido recogido entre una mezcla adecuada no miscible de un disolvente organico, como
el DCM, y agua. La capa organica puede separarse, lavarse secuencialmente con agua y NaCl acuoso saturado,
secarse sobre Na;SO,, filtrarse y concentrarse a presion reducida. El residuo resultante puede ser triturado con un
solvente organico caletar o hirviendo adecuado, como el EtOAc, durante aproximadamente 1 hora, y el sélido
resultante puede ser recogido por filtracion al enfriarse. El sélido puede purificarse mas por cromatografia sobre silice,
utilizando un gradiente de una mezcla de disolventes adecuada como el EtOAc y el DCM, para obtener el compuesto
de la Férmula |, producto del Esquema 2, paso D.

Preparacion 1
N-butil-2-nitro-piridin-3-amina
’N Ny
g
ﬁ’\/\

Esquema 1, paso A: Se disolvié 3-fluoro-2-nitropiridina (5,0 g, 35,2 mmol) en EtOH (30 mL) y se enfrié la mezclaa 0
°C en un bario de hielo. Se afiadio butan-1-amina (7,7 g, 105,6 mmol) a la mezcla, se dej6 calentar la mezclaa TAy
se agitd a TA durante 2 hr. Se diluyé la mezcla con agua y se extrajo con EtOAc. Se lavé la capa organica con NaCl
acuoso saturado, se seco sobre Na,SOy4, se filtrd y concentrd a presion reducida para dar al compuesto del titulo (6,2
g, 90% de rendimiento) como aceite amarillo, apto para su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 196.1 (M+1).

Procedimiento alternativo de preparacién 1

Se afadio 3-fluoro-2-nitropiridina (92 g, 0,65 mol) en EtOH (552 mL) a ~20-25 °C. Se enfri6 la mezcla a 0 °C en un
bario de hielo. Se afiadié butan-1-amina (118,4 g, 1.6187 mol) en ~ 0-5 °C durante 40 min. Se calent6 a ~ 20-25 °C y
se agitd durante 16 hr. Se afadié agua (800 mL) a la mezcla de reaccioén, se extrajo con EtOAc (2 x 600 mL), se
separaron las capas y se lavaron las capas organicas combinadas con agua (2 x 1L), NaCl acuoso saturado (2 x 500
mL), se seco sobre Na>SOy, se filtré y se concentrd a presion reducida a 35 °C para obtener el compuesto del titulo
(120,00 g, rendimiento del 95%) como un aceite de color amarillo intenso, adecuado para su uso sin purificacion
adicional. ES/MS m/z 196.1 (M+1).

Preparacion 2
N3-butilpiridin-2,3-diamina
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Esquema 1, paso B: Se afiadié 5% de Pd/C (3,0 g, 1,4 mmol) a una solucién de N-butil-2-nitro-piridin-3-amina (6,0 g,
30,7 mmol) se disolvié en el MeOH (50 mL) bajo N». Se agit6 la mezcla en TA bajo un globo de Hz durante 8 hr. Se
filtrd la mezcla a través de una almohadilla de tierra de diatomeas, se lavd con el MeOH, y se concentré el filtrado bajo
presion reducida para dar al compuesto del titulo (5,0 g, 98% de rendimiento) como un sélido negro, adecuado para
su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 166,1 (M+1).

Procedimiento alternativo de preparaciéon 2

Se afiadié N-butil-2-nitro-piridina-3-amina (128,0 g, 0,7 mol) en el MeOH (1024 mL) a - 20-25 °C. Se afadié un 5 % de
Pd/C humedo (64 g, 50% de carga) a - 20-25 °C. Se agitd la mezcla resultante bajo 3 atm Hz en ~ 20-25 °C durante 3
hr. Se filtré la mezcla de reaccién a través de tierra de diatomeas, se lavo la torta de filtro con MeOH (5 x 500 mL), y
se concentro el filtrado a presion reducida para obtener el compuesto del titulo (101,9 g, rendimiento del 94%) como
un solido negro, adecuado para su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 166.1 (M+1).

Preparacion 3
1-butil-4H-pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diona

Esquema 1, paso C: Se afiadio oxalato de dietilo (20,1 mL, 148,3 mmol) a una mezcla de N3-butilpiridin-2,3-diamina
(4,9 g, 29,65 mmol) en EtOH (30 mL). Se calento la mezcla en un tubo sellado a 100 °C durante 14 horas. Se enfrid
la mezcla de reaccion a 0 °C y se aisl6 el sdlido resultante por filtracion. Se lavo el solido con Et,0 y se sec6 al vacio
a 40 °C para obtener el compuesto del titulo (3,3 g, rendimiento del 51%) como un sélido de color verde, apto para ser
utilizado sin purificacion adicional. ES/MS m/z 219,8 (M+1).

Procedimiento alternativo de preparacion 3

Se afiadié N3-buitilpiridina-2,3-diamina (81,4 g, 0,5 mol) en EtOH (550 mL) en ~ 20-25 "C. Se afadioé 30 % en peso de
NaOEt en EtOH (427,4 g, 1,0 mol) en una porcion en ~ 20-25 "C. Se afiadié oxalato de dietilo (87,1 g, 0,6 mol) gota a
gota en ~ 20-30 °C y se agité a TA durante 2,5 hr. Se verti6 la mezcla de reaccién en una mezcla de 0,5 M acuosa
HCI/DCM (1600 mL/1200mL) en ~ 0-10 °C con agitacién. Se separaron dos capas, se extrajo la capa acuosa con
DCM (2 x 800 mL), se lavo con agua (2 x 1600 mL), NaCl acuoso saturado (1600 mL) y se secé sobre Na,SOs. Se
filtré y se concentro el filtrado a presion reducida. Se diluyo el residuo sélido resultante en NaCl (200 mL) a ~20-25 °C
durante 30 min y se aisld el solido resultante por filtracion para dar al compuesto del titulo (70.0g, 65% de rendimiento)
como un sélido verde, apto para su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 220.1 (M+1).

Preparacion 4
1-butil-3-hidracino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona

H
N_N_N_
N0

Esquema 1, paso D: Se afiadié monohidrato de hidracina (3,55 mL, 73,0 mmol) a una mezcla de 1-butil-4H-pirido[2,3-
b]pirazin-2,3-diona (3,2 g, 14,6 mmol) en EtOH (20 mL). Se calenté la mezcla en un tubo sellado a 100 °C durante 14
horas. Se enfrio la mezcla de reaccion a 0 °C y se aisl6 el sélido por filtracion. Se lavo el sélido con Et;O y se seco al
vacio a 45 °C para obtener el compuesto del titulo (2,8 g, rendimiento del 82%) como un sélido de color verde, apto
para ser utilizado sin purificacion adicional. ES/MS m/z 234,2 (M+1).

Preparacion 5
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1-butil-3-[2-[(1-metilciclopropil)metileno]hidracino]pirido[2,3-b]pirazin-2-ona

H
N_N__N_ =
- x N
S
NTTO

Esquema 1, paso E: Se afiadié 1-metilciclopropanocarbaldehido (1,15 mL, 13,7 mmol) y AcOH (39,3 uL) a una mezcla
de 1- butil-3-hidrazino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona (1,6 g, 6,9 mmol) en el MeOH (20 mL). Se agit6 la mezcla en TA
durante 1 hr. Se concentré la mezcla a presion reducida y recristalizandose el producto a partir del hexano (50 mL).
Se aisl6 el soélido por filtracién y se lavo con hexano para obtener el compuesto del titulo (1,30 g, 63% de rendimiento)
como un sélido negro, apto para ser utilizado sin purificacion adicional. ES/MS m/z 300,2 (M+1).

Preparacion 6
1-butil-3-cloro-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona
N N\ Ci

S

Esquema 2, paso A: Se disolvié 1-butil-4H-pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diona (60,8 g, 0,3 mol) en ACN (10 mL/g, 600 mL)
en ~ 20-25 °C. Se anadio DMF (4,2 mL) y se afiadié SOCI2 (99,0g, 0,8 mol) en una porcién. Se calenté la mezcla
resultante al reflujo en ~ 75-80 °C durante 2,5 hr. Se concentré la mezcla de reaccion a la sequedad bajo presion
reducida para obtener el compuesto del titulo crudo (93,0g, >99% de rendimiento) como un solido negro, apto para su
uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 238,1 (M+1).

Preparacion 7
1-butil-3-hidracino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona
H
NN N
rd i e NH}
NINTND

Esquema 2, paso B: Se afiadié THF (900 mL) a una solucién acuosa al 85% (peso/peso) de hidracina monohidratada
(48 g. 1,5 mol,) a TA. Se afadié 1-butil-3-cloro-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona (90,0 g, 0,4 mol) para formar una pasta y
remover a TA durante 16 hr. Se afadié agua (100 mL) a la mezcla de reaccién y se agitdé durante 20 min. Se filtr6 y
se lavo la torta de filtro con agua (2 x 400 mL) y luego con MTBE (2 x 400 mL). Se eliminé el agua mediante azeotrépico
con 2-metil-THF (3 x 600 mL) a presion reducida para obtener el compuesto del titulo (50.0g, 75% de rendimiento)
como un solido verde, apto para su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 234.1 (M+1).

Preparacion 8
N'-(1-butil-2-oxo-pirido[2,3-b]pirazin-3-il)-1-metil-ciclopropanocarbohidrato

NNIE\?IO
SONDY
b{)

Esquema 2, paso C: Se afadio acido 1-metilciclopropanocarboxilico (30,9 g, 0,3 mol) al DMF (350 mL) a temperatura
ambiente y se enfrio la mezcla a 0 °C. En ~ -5-0 °C, se afiadié EDCI (61,0 g, 0,3 mol) seguido de HOBT (41,75 g, 0,3
mol). A -10-0 °C, se afiadié TEA (62,47 g, 0,6 mol) en gota durante 40 miny se agit6 la mezcla resultante a ~ -5-0 °C
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durante 20 min. Se afiadio 1-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona (48,0 g, 0,2 mol.) en ~ 0-5 °C en una porcion,
se calentd a TA, y se agitd la mezcla resultante durante 16 hr. Se vertié la mezcla de reaccién en HCI acuoso de 0,6
M (1600 mL) y se lavé con MTBE (3 x 500 mL); se separaron las capas, se deseché la capa de MTBE y se afiadio
DCM (1000 mL) a la capa acuosa. Se ejusté el pH ~ 7-8 con NaHCO3 sélido (140 g), se separaron las capas, se
extrajo la capa acuosa con DCM (3 x 600 mL), y se lavo las capas organicas combinadas secuencialmente con agua
(3 x 1000 mL) y NaCl acuoso saturado (2 x 1000 mL). Se evaporé a presion reducida para dar al compuesto del titulo
(45,0 g, 69% de rendimiento) como un soélido negro, apto para su uso sin purificacion adicional. ES/MS m/z 316.2
(M+1).

Ejemplo 1
5-butil-9-(1-metilciclopropil)pirido[3,2-e][1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-6(5H)-ona

'

N__N_N
N

Iy

!

Esquema 1, paso F: Se afiadio 1-butil-3-[2-[(1-metilciclopropil)metilen]-hidracino]pirido[2,3-b]pirazin-2-ona (1,3 g, 4,3
mmol) a DCM (15 mL) y se enfrié la solucion a 0 °C en un bafio de hielo. Se afiadio diacetato de yodosobenceno (2,9
g, 8,7 mmol) a la solucién y se agitd la mezcla a TA durante 1 hr. Se enfrié la mezcla de reaccién con agua y extrajo
con DCM. Se lavé las capas organicas con NaHCO3 saturado, se secé sobre Na;SOs, se filtré y se concentré a presion
reducida y se purificd el residuo resultante por cromatografia sobre silice, eluyendo con EtOAc:hexanos (3:1), para
obtener el compuesto del titulo (1,1 g, rendimiento del 85%) como un sélido blanquecino. ES/MS m/z 298.2 (M+1).

P

Procedimiento alternativo del ejemplo 1

Esquema 2. paso D: Se diluyo N'-(1-butil-2-oxo-pirido[2,3-b]pirazin-3-yl)-1-metil-ciclopropanecarbohidracida (45,0 g,
0,1 mol) en HMDS (360 mL) en TA. Se afiadié DBU (4,34 g, 28,5 mmol) y se calent6 a 125 °C. Se agit6 la solucion
resultante durante 6 horas bajo reflujo. Se enfri6é la mezcla de la reaccién a TA, se vertié la mezcla en agua (800 mL),
y se filtrd y se recogio el sdlido resultante. Se disolvié el sélido en DCM (400 mL) / H20 (100 mL), se separaron las
capas resultantes, y se lavo la fase organica con NaCl acuoso saturado (100 mL), se sec6 sobre Na;SOy, se filtro, y
se concentro el filtrado bajo presion reducida para dar un residuo. Se trituré con EtOAc (200 mL) a 40-50 °C durante
1 h, y se ailslo el solido resultante (22,0 g, 98% de pureza determinada por LCMS) por filtracion. Se combiné el lote
de 22,0 g con otro lote de material (10,0 g, 100% de pureza determinada por LCMS) y se purifico adicionalmente por
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con DCM:EtOAc (1:1), para obtener un residuo después de la evaporacion
del disolvente. Se trituro el residuo resultante con EtOAc caliente durante 30 min y se aisl6 el sélido resultante por
filtracién para obtener el compuesto del titulo (25,70 g. 42% de rendimiento) como un sdlido blanco. ES/MS m/z 298.2
(M+1).

Generacion de proteinas PDE

Las secuencias de nucledtidos que codifican los PDE1A (NP_001003683.1), PDE1C (NP_005011.1), PDE5A
(NP_001074.2), PDE7B (NP_061818.1) y PDEYA (NP_002597.1) humanos de longitud completa se insertan en el
vector pFastBac1 (Invitrogen) con una etiqueta HIS de terminal N. Las secuencias de nucledtidos que codifican la
PDE4D humana de longitud completa (NP_006194.2) y el dominio catalitico (residuo 641-1141) de la PDE3A
(NP_000912.3) se insertan en el vector pFastBac 1 (Invitrogen) con una etiqueta HIS de terminal C. Las secuencias
de nucledtidos que codifican la PDE8A (NP_002596.1) y la PDE11A (AAI12394.1) humanas de longitud completa se
insertan en el vector pFastBac1 (Invitrogen) con una etiqueta de bandera N-terminal. Las secuencias de nucledtidos
que codifican la PDE10A humana de longitud completa (AAD32595.1) se insertan en el vector pFastBac1 (Invitrogen)
con una etiqueta de bandera C-terminal. Las secuencias de nucledétidos que codifican la PDEGA (NP_000431.2) y la
PDE6B (AAH00249.1) humanas de longitud completa se insertan en el vector pFastBacDual (Invitrogen) con una
etiqueta HIS de terminal N y una etiqueta de bandera de terminal N, respectivamente, para la produccién de dimeros
de PDEBA/6B. La generacion de baculovirus y la expresion de proteinas en las células Sf9 se llevan a cabo de acuerdo
con el protocolo del sistema de Expresion de Baculovirus (Invitrogen) Bac-to-Bac. Las secuencias de nucleotidos que
codifican la PDE1B (NP_000915.1) y la PDE2A (NP_002590.1) humanas de longitud completa se insertan en el pl[EX4
(Novagen) con una etiqueta HIS C-terminal, y ambas producciones de proteinas en células Sf9 se llevan a cabo segun
el protocolo del proveedor (Novagen). Las proteinas PDE marcadas con His se purifican utilizando agarosa Ni-NTA
(Qiagen) seguida de cromatografia de exclusiéon de tamafio en una columna SUPERDEX® 200 (GE Healthcare) en
tampon de almacenamiento (20 mM Tris-HCI, pH7,5, 150 mM NaCl, 10% Glicerol). Las proteinas PDE marcadas con
la bandera, incluidas las PDEGA/6B, se purifican utilizando agarosa M2 anti-bandera (Sigma), después de la
purificacion mediante cromatografia en columna de NiNTA y se eluyen en un tampén de almacenamiento (50 mM Tris-
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HCI, pH7,5, 150 mM NaCl, 10% Glicerol 0,1 mg/ml Péptido de la bandera). Todas las proteinas purificadas se
almacenan a -80°C en pequeias alicuotas.

Ensayos de la enzima fosfodiesterasa

Todas las actividades enzimaticas de la fosfodiesterasa nucleotidica ciclica (PDE) de 3', 5' se miden con un ensayo
enzimatico radiométrico basado en el sistema de deteccion SPA (ensayo de proximidad de centelleo). Los compuestos
que se van a analizar se diluyen en dimetilsulféxido puro (DMSO) utilizando curvas de respuesta de concentracion de
diez puntos. La concentracion maxima de compuestos en la mezcla de reaccién es de 10 o 100 M. Los compuestos
a la concentracion apropiada se preincuban con cualquiera de las enzimas PDE durante 30 minutos antes de que se
inicie la reaccion mediante la adicion de sustrato. Las reacciones se dejan continuar durante 60 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, las reacciones se detienen mediante la adicion de perlas de SPA. Las muestras se leen 12
horas mas tarde en un MICROBETA™ TRILUX® Counter. "ICsy" se refiere a la concentracién del compuesto que
produce el 50% de la maxima respuesta inhibitoria posible para ese compuesto. Los valores de ICso se calculan
trazando los datos normalizados frente a log [compuesto] y ajustando los datos mediante una ecuacion logistica de
cuatro parametros.

Ensayos de enzimas PDE dependientes de Ca?*-calmodulina

PDE1B, PDE1A y PDE1C son clonados y purificados siguiendo los procedimientos estandar de generacion de
proteinas. El tampo6n de ensayo se prepara para dar una concentracion final en el ensayo de 50 mM de Tris-HCI, 50
mM de MgCl,, 4 mM de CaCly, 0,1% de albumina sérica bovina y 6 U/ml de calmodulina en agua, a pH 7,5. La
concentracion final de la enzima es de 0,25, 0,074 y 0,0012 nM, para PDE1A, PDE1B y PDE1C respectivamente. Las
reacciones se inician con la adicion del sustrato, [*(HJcAMP, para dar una concentracion final de 47 nM.

Tabla 1: Potencia in vitro del Ejemplo 1 contra la PDE1A, PDE1B y PDE1C humanas.

Enzimas PDE ICs0 (NM) del ejemplo 1
PDE 1A 10,9+2,6
PDE 1B 16,3+9,1
PDE 1C 2,65+0,9

Los datos de la Tabla 1 demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe la actividad de las enzimas PDE1A, PDE1B
y PDE1C humanas in vitro.

Ensayos de enzimas PDE usando [?H]cAMP como sustrato

Las siguientes actividades de la fosfodiesterasa se miden utilizando [*H]cAMP como sustrato de reaccion: PDE3A
humana (dominio catalitico), PDE4D humana. PDE7B humana y PDE8A humana. Todas estas enzimas se clonan y
purifican siguiendo procedimientos estandar. El tampén de ensayo se prepara para dar una concentracion final en el
ensayo de 50 mM de Tris-HCI, 8,3 mM de MgCl,, 1,7 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y 0,1% de
albumina sérica bovina a pH 7,5. Las concentraciones finales de las enzimas son de 0,008, 0,021, 0,5y 0,06 nM para
PDE3A, PDE4D, PDE7B y PDEB8A respectivamente. Las reacciones se inician con la adicion del sustrato, [*H][cAMP,
para dar una concentracion final de 47 nM.

Tabla 2: Potencia in vitro del ejemplo 1 frente a la PDE3A humana (dominio catalitico). PDE4D, PDE7B y PDES8A.

Enzimas PDE ICs0 (NM) del ejemplo 1
PDE3A >100000

PDE4D 11900 + 1580

PDE7B 4170

PDESA >10000
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Ensayos de enzimas PDE usando [*H]cGMP como sustrato

Las siguientes actividades de la fosfodiesterasa se miden utilizando [*H]cGMP como sustrato de reaccion: PDE2A
humana, PDE5A humana, PDE6A/6B humana, PDESA humana, PDE10A humana y PDE11A humana. La forma activa
catalitica de la PDE6 humana es un dimero compuesto por una subunidad a (PDE6A humana) y § (PDE6B humana).
El dimero de la PDE6A/6B humana se produce mediante la estrategia de expresion y purificacion, utilizando dos pasos
de purificacion, a saber, /la cromatografia de NiNTA y la cromatografia sefarética anti-bandera. El resto de las enzimas
se clonan y purifican en casa siguiendo procedimientos estandar. El tampdn de ensayo se prepara para dar una
concentracion final en el ensayo de 50 mM de Tris-HCI, 8,3 mM de MgCl,, 1,7 mM de EDTA y 0,1 % de albumina
sérica bovina a pH 7,5. Las concentraciones finales de las enzimas son de 0,2, 0,002, 5, 1, 0,03 y 0,03 nM para la
PDE2A humana, la PDE5SA humana, la PDE6AB humana, la PDE9A humana, la PDE10A humana y la PDE11A
humana, respectivamente. Las reacciones se inician mediante la adicion del sustrato, [*HJcGMP, para dar una
concentracion final de 80 nM en el caso de los ensayos de PDE2A, PDE10A, PDE5SA, PDE6GAB y PDE11A humanas,
mientras que para la PDE9A humana se utilizan 20 nM de [*H]cGMP.

Tabla 3: Potencia in vitro del Ejemplo 1 frente a PDE2A, PDE5SA, PDE6AB, PDE9A, PDE10A y PDE11A.

Enzimas PDE ICs0 (NM) del ejemplo 1
PDE2A >10000

PDE5A 3130

PDE 6AB 2460 + 247

PDE9A >10000

PDE10A 9340

PDE 11A 389+ 179

Los datos de las Tablas 1, 2 y 3 demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 es un inhibidor selectivo de la PDE1A,
PDE1B y PDE1C humanas en relacion con la PDE2A, PDE3A, PDE4D, PDE5SA, PDE6GAB, PDE7B, PDESA, PDE9A,
PDE10A y PDE11A humanas in vitro.
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REIVINDICACIONES

Ay

1. Un compuesto de férmula:

N N N
LA
F NN TR0
o una sal farmacéutica aceptable del mismo.
2. El compuesto segun la reivindicacion 1 que es:
_N
N N N

LA

o

3. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso en
terapia.

4. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso en
el tratamiento de enfermedades renales cronicas.

5. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo segun la reivindicacion 1 para su uso en el
tratamiento de la enfermedad renal diabética.

6. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto o una sal farmacéutica del mismo segun la reivindicacion
1, con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

7. Un procedimiento de preparacién de una composicion farmacéutica que comprende la adicién de un compuesto
segun la reivindicacion 1, o de una sal del mismo que sea aceptable farmacéuticamente, con uno o mas vehiculos,
diluyentes o excipientes aceptables farmacéuticamente.

8. Un compuesto segun la reivindicacion 2 para el tratamiento de la enfermedad renal cronica.
9. Un compuesto segun la reivindicacion 2 para su uso en el tratamiento de la enfermedad renal diabética.

10. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 2, con uno o mas vehiculos,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.
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