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PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
x| Patente de tnvencion [] Patente de Modelo de Utilidad
Z} Capitulo I. D Capitulo Il.
2 Nombre: CHIESI FARMACEUTICI IDENTIFICACION
S.P.A.

Direccién: Via Palermo, 26/A, 43100 Parma, | ©-C- [] niT [

SOLICITANTE talia.

| (71) Nacionalidad o domicilio: Parma, ltalia. C.E. D Otro D

Lugar de Constitucién: ltalia. .
Teléfono: Fax: Numero
E-mail

3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION

D°ALEMAN D
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 11 No. 86-53, piso 6 CC |X NIT
O APODERADO
(74) Teléforo: 6181088  Fax: 6350824 | ©E [ ] Otro []
.p Numero 41.654.882

E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co TP 20824 CSJ

4 Nombre: VER HOJA ANEXA

INVENTOR (ES) Direccion:

(72)
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5 PCT (86)

Solicitud Internacional No. _PCT/GB2010/050092  Fecha _22 de enero de 2010

Publicacién Internacional No. WO 2010/086638 A1 Fecha _05 de agosto de 2010

6 TITULO (54) PIRROLOPIRIMIDINDIONA DIMERICA Y SU USO EN TERAPIA DE

ENFERMEDADES RESPIRATORIAS.

7 Clasificacion Internacional (51) ___ CO7D 519/00

8 Prioridad (33) Pais de Ofiqen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Gran Bretana 30 de enero de 2009 0901616.3

SILIX ]| NO D Gran Bretafia . 11 de mayo de 2009 0908068.0
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10 ANEXOS

D Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud
D Documento que acredita la existencia y representacion iegal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuere el caso

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen i

Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidn de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12..

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros

S o 0 O
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—
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12 Solicito 1a concesién de la patente

NOMBRE : i, )DRIGUEZ D°ALEMAN-

v—-—’/— -
T.P. 20824

C.C. 41.654}882

As. P-3021




ANEXO

INVENTORES

1.) EDWARDS, Christine

(Argenta Discovery Limited, 8-9 Spire Green Centre, Flex Meadow, Harlow Essex CM19
5TR, Gran Bretafia);

2.) KULAGOWSKI, Janus

(Argenta Discovery Limited, 8-9 Spire Green Centre, Flex Meadow, Harlow Essex CM19
5TR, Gran Bretaiia)

3.) FINCH, Harry

(Argenta Discovery Limited, 8-9 Spire Green Centre, Flex Meadow, Harlow Essex CM19
S5TR, Gran Bretaiia).
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Co. Colombia Ltda.

DERECHOS DE AUTOR

Apartado Acreo 92397
Santafe de Bogoti. Colombia

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) caracter de representante(s) legzies de
CHIESI FARMACEUTICI S.P.A.

una socisdad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
ITALIA

y en aclua! cumpiimiento de su objeto social, con domicillo en

VIA PALERVMO, 26/A, Parma, Italia

por ¢ presente instrumento conflaro (conferimos) poder especial a
favor de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadania No. 41,454,882 de Bogofd, y 1Ip. 20824 vy
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, con Céduka de Cludadania
No. 40.017.374 de Tunja, ¥ ip. 36448, cen domiciic en  Santa
Fé de Bogots, Colombia, para que actuando en su orden en
nombre del ide lo} olorganie le (la) representen anie
cualqguier enlidad, autoridad y/o persona especialmente
anie ks dal orden Administrative, Contenciess Adminlsirativo.,
Judicial, fribunales de Arbitramenio y/o cualquier ofro en io
referente a los siguientes asuntos:

1) Soficitar, framitar, obtener y/o registrar cuakjuiera de ks
modaidgades de Fropiedad industial, tales como: patentss
de invencién, modeios de uliidad: disedos industriales,
variedades vegetales; marcas, lemas, nombres y ensefias
comercioles y denominaciones de orgen; asl como sus
renovaociones, prirogas, fransferencias, cambios de nombre
yfo domicilio, confratos y icencias.

2) Soficitar, framitar, obfener y/o registrar derechos de autor,
en cualqulera de sus presentaciones asl como ki proteccidn
de secretos induskriales y know-how.

3J) Soficitar, framitar, obtener y/o registrar registros sanitarios,
permisos y/o licencias de funcionamiento: asl como sus
renovaciones o pramogas, fansferencias, cambios de nombre
y/o domicilio, confratos y icencias.

4) Ejercer ccciones de oposicién, observacidn, reclomos,
reconsideracidn, reposicidn,  apelacidn,  cancelacidn
administrativa o judicial, nulidad, proteccidn al consumidor,
concesitn de licencias, proteccién de secretos industriales y
demas acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asunios amiba Iindicados v en contra de la
competencia desleal, acclones derivadas de la obtencidn o
explolacidn de licencias, acclones de indemnizacién de
perjvicios. Tambien podri{n} infervenlr en juicios civiles,
comerciales, penales, conitencioso-administrativos, tutelas v
de policio; en acciones o juicios promovidos por el (la)
mandante o en confra el (ellg) .

5} En el ejercicio de este mandato fos mandaiarios amiba
mencionadas quedon facultades para: conciliar, cancelar,
fransigir, comprometer en drbifros, desistir, recibir v tomar
posesién de la cosa objelo de litigio y renunciar o desistir o
derachos concedidos 0 en curse de concesién, admifir fos
hechos del proceso.

4] Ratificar o no ka agencia oficiosa.

71 Asl mismo faculto ffacullamos) a fos mencionados
apoderados parg  recibic  notificaciones v designar
apoderados judicicles o extrajudiciaoles, sustituir el presenie
poder vrevocar las susfitucio-nes que hicleren.

Dada v fiimadn e .
' = Ttalia

2000  ge

Parma,

alos JiBRRLO

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

legal representative(s) of

an organization existing underthelaws of  Ttaly

and in present execution of its business activity, domiciled at
26/A - PARMA, ltaly

do hereby grant POWER OF ATTORNEY lo DILIA MARIA
RODRIGUEZ D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of
Bogotd, and ip. 20824 and CLAUDIA LUCIA CAROC RAMIREZ,
tp. 36448, Identification card No. 40.017.374 of Tunja, residing
in Santa Fé de Bogotd, Colombia, to act in the order of thelr
appcintment In Lehalf of granicr bsfore any entily, guthorily
and/for natural or juridical person, speciaily betore those
Adminisirative, Administrative-Condenfious, Judiclal, arfs = lian
coutls, andfor any ofher, in all matters concem:., the

following:

Via Palermo,

1] To opply, process, oblain andfor register any of the
modafties of Indusirici Property, such as: Patents of invention,
Utifly Modes; Desings, vegelatl variefies; Marks, Slogans, Trade
Names and emblems and appeliations of Origin; as well as
theilr renewals, extensions, assignments, changes of name
and/or domicile, agreements and licenses.

2) To apply. process. obtain and/or register copyrights of any
kind as well as protection of Industrial secrets or know-how,
3) To appl, process, obtain and/for register sanitary
registrations. operating authorizations and/oer licenses; as well
as the renewals or extentions, assignments, changes of name
ond/or domicile, agreements and ficenses.

4) To bring acfions of opposition, observations, claims,
reconsideration, appeal or legal remedies, cancellofions,
nullity, protection to the consumer, granting of ficenses,
protection of frade secrets and other actions related with rights
defived from the above- mentioned matters and against the
untair competifion, aclions resulfing from the obtention or
exploitation of icenses, recovering damages actions. They can
aba Intervene or parficipate in Civil, Commercial, Criminal or
Confenfious-Administrative  Triak:; the actions for wait
mandamus, pofice aclions: in actfions, lawsuits or fifigalions
instituted by the grantor or against him.

5) To the effect of this mandate the above-named proxy are
empowered to: concifiate, cance!, settle, submit lo arbifration,
withdraw and to receive and toke possession of the lifigation
relaled objet and waive or renounce the rights granted orin
process of granting, admit thejaicts of the case.

é) To ratify or not the officiougfigency. ‘

7) | {we) hereby appeint thiffaiores menfbneq'ﬁimew with

powerstorecelvgac:{‘t ns@ﬁ’a‘ig'é e icial and
extrajudiciat ott ol 'ﬁ;“ RWYER ffjw and to
revoke such susi 6 a8 VIS '

Granted and sidy

on this 3lst

ﬁ"‘fi‘ %J&

Cc-qﬂnlﬂtl(’

~

Fima / signature

CHIESI FARMACEUTICI S.p.A

afaz’d/ﬂu?’i




CERTIFICADO NOTARIAL (Cuando el solicitante es
: SOCIEDAD)
{Puderes otargados en: Ei Salvador, Estados Unidos,
Mexico y Venezuela)

dias del mes de
de , el Notario que suscribe DA FE de

que

Alos

{nombre de la persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciiado
firmo de su pufic
v lefra el documento gue antecede.

2. Conoce dl (ala) otorgante y que este () esla
legalmente capacitado para el oforgamiento.

3. B oforgante ha fimado el referido documento en
su caractere
de ia persona juridica

4. Lo citada-persona juridica con sede en

esta
legalimente constituida, que fiene actuamente
existencia legal y gue el acto para el cual se ha
olorgado este poder estd comprendido entre los que
constituyen su objelo social,
3. Bl otorgante tiene efectivamente la represenfacion
que obstento, que esio es legiima y gue esid
facultado para otorgar este poder.
6. las anteriores cerfificaciones de los puntos 3,4 y 5, me
constan porque he tenido a la vista los
documentos auignticos.

Notarnc Pablico

NOTA: A continuacién de lo anterior. el Consul de
Colombia debe autenticar la firma det Notario Publico.

CERTIFICADO NOTARIAL (Cuando el
solicitante es INDIVIDUO)

-

dias del mes de
de . el Notario que suscribe DA FE de

Alos
que:

1.

(nombre de ia persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado en

firma en su presencia
el documento que antecede, conoce al otorgante
y que este esta legalmente capacitade para el
olorgamiento.

NOTA: el terior. et Consut de
Colrrbio g Dutenticar laima ci&] Notario Piblico.
Ceotliet s Ry g W #
5 Tent f S
Para«%@‘dbs‘los Mpaugals eitor Consul de

be expedir una

S RO
f s e SRT smzin

Co‘l&&iﬁi}q o ante_quiti<eWar
certificion, defaris’ SONGEIFY

lirSociédadid] deue etta ejeRt
su ohjéto:soclally 314 .qde la‘'persona o personas que
otc-rp,an‘&gl‘géﬁét 4 facultada’s para hacerio, dejando
constandia asi mismo de que tuvo a la vista las pruebas
yue acrediten tales circunstanclas.

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is 2

CORPORATION)
(Pawers of attomey granted in: El Salvador, Mexica, U.S.A.
and Venezueia) -

This 3lst dayof January 2000
the undersigned Notary CERTIFIES that:

,  PAOLO CHIESI R

{name of the person who signs the power ofiattormey)
‘{ﬂ" Wiy

of legal age and
i Parma, Via Palermo n. 26 e
sef his hand on the foregoing document. )
2. The grantor is to him personally known and that
he/she has legal capacity fo execute the document.
3.The grantor has executed the foregoing document
in his capacity of_Y1ce Fresident
of the juridical person

Admnistracor

4. The menponed {'lu,ridicct person with place of
business in LM, Via Palermo n. 26

is duly organized, hos actud legal existence and that
the pumposes for which the power of atforney is granted
are within the scope of its corporate purposes.

5. The granter has in f act the refemed quality and
that his/her representation is legel and that he/fshe
is empowered to grant this power of atiomey.

4. | have bused the above certifications 3. 4 and 3, on
the authentic documents which for such py e
exhibiled to me.

MOTA: Then the Colombian Consul m
signature of the Notary Public.

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the
applicant is an INDIVIDUALS) 7

On this day of
the undersigned Notary CERTIFIES that.

(name of the peson who signs the Power of Attormney)

of legal age and domiciled at

signed in his presence
the foregoing documenf, the grantfor is fo him
personally known and that hefshe has legal capacity to
execute the document.

Notary Public
NOTA- Then the Colombian Consul must legaize the
signature of the Notary Public.

For all other countries the Golombian Censul or before
who It is granted must issue a certification stating 1) the
legal existence of the corporation, 2) that the corporate
sfurgzzzc are antnally being accomplished , 3) that the
person or persons who grant this Power of Attorney are
empowered to do it The Consul will certify also that the
documents evidancing those circunstances waere

exhibited to him.
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

Certiticacidn N“{?L

{Expedida de conformidad con el Articulo 480 del Codigo
del Comercio de la Republica de Colombia).

El suscrito CONSUL GENERAL de la REPUBLICA DE COLOMBIA en
MILAN, ITALIA, con base en los documentos exhibidos por -
el interesado y depositados en el archivo de esta sede, a
saber:

Certificado N°® VIS/47357/2000/CMI1679 de fecha 29 de fe-

brero del 2000 expedidc por la CAMARA DE COMERCIO DE MI-

LAN

CERTIFICA que la compafila: CHIESI FARMACEUTICI S.P.A.,
con sede en PARMA, Italia, Via Palermo 26/A CAP 43100

con sede en PARMA, Italia, Via Palermo 26/A CAP 43100

es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes de -

Italia y cumple su objeto conforme a las mismas; Que el -

Sefior PAOLO CHIESI —--=-=——— - mmm s

o o i = ————_—— = e -

de la citada compafiia confiere el poder precedente y cu-

ya firma fué autenticada ante el Notaric GIULIO ALMANSI,

de la ciudad de PARMA (ITALIA)

de este pals.

El Consul no asume responsabilidad por el contenido del
documento.

Se expide esta certificacidon a solicitud del intepesado .-
en la ciudad de Milan, Italia, en fecha: 02 de

del“ano 200

A NEC.LE

L PR -
DERECHOS FONDO ROTATORIO US§-100 oo
DERECHOS PARA LA NACION USS 1 7,00

!-J

.t r - .,- PN
-.._; r \.ﬁ. CDM (, 3 Ta , P
% Fernando Alzate Do N0SO |
Consul General de Coiombia

FORO BUONAPARTE, 12 - 20121 MILANG - TEL. 873408 - 72003872
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TRADUCCION OFICIAL NO.100/2000.-
TRADUCCION DE LOS SELLOS GQUE APARECEN EN EL PODER
OTORGADO POR C(HIESI FARMACEUTICI S.p.A. UNA SOCIEDAD
ORGANIZADA Y EXISTENTE DE CONFCORMIDAD CON LAS LEYES DE
ITALIA DOMICILIADA EN VIA PALERMO, 26/R - PARMA, ITALIA
A LAS DCCTORAS DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN Y CLAUDIA
LUCIA CARQ RAMIREZ.
OTORGADO Y FIRMADO EN PARMA, ITALIA, ESTE DIA 31 DE
ENERO DE 2000
FIRMADG: ILEGIBLE.
CERTIFICADO NOTARIAL (SCCIEDADES)
PODERES OTCRGADOS EN: EIL SALVADOR, ESTADOS UNIDOS,
MEXICO Y VENEZUELA.

A los 31 dias de Enero de 2000 el Notario que suscribe
DA FE que:
1. PAQLO CHIESI mavyor de edad.y domiciliado en Parma,

via Palermo n, 26, firmd de su puic y letra el

documentc gque antecede.

2. Conoce al otorgante y gque este es @n:,u;,4,

.....

e S
;n:nn fCﬁ.; r:% Q’xf?ﬂfré‘ﬁoh

YF"'A
NGE LY

persona Jjuridica




TRADUCCION OFICIAL NO.100/2000.-

4.

La citada persona juridica con sede en Parma, Via
Palermo n. 26, esta legalmente constituida, due
tiene actualmente existencia legal y gue el actc
para el cual se ha otdrgado este poder esta
comprendido entre los que constituyen su objeto
social.

El otorgante tiene efectivamente la representacidn
gue ostenta, que ésta es legitima y que esta
facultade para oltorgar este poder.

Las anteriores certificaciones de los puntos 3, 4
¥y 5 me consktan porgque he tenido a la vista los

documentos auténticos.

FIRMADC: GIULIO ALMANSI, NOTARIO.

HAY SELLO EN RELIEVE DEL NOTARIO.

PROCURADURTA DE LA REPUBLICA - TRIBUNAL DE PARMA

1.

EL PRESENTE ACTO PUBLICO

APOSTILLA

CONVENCION DE LA HAYA DEL 05/10/j5®y

PATS: ITALIA

POR: - GIULIO ALMANSI

ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NQOTARIC

y 2



TRADUCCION OFICIAL NO.100/2000.-
4. LLEVA EL SELLO DE GIULIO ALMANSI FU GIORGIOQ,
NOTARIO DE PARMA

CERTIFICADO EN PARMA

N

6. EL 15 DE FEBRERO DE 2000
7. POR EL PROCURADOR DE LA REPUBLICA - TRIBUNAL DE
PARMA
8. BAJO EL NO 88/2000
. SELLO: DE LA PROCURADURIA - TRIBUNAL DE PARMA
10. FIRMADO: GIOVANNI PANEBIANCO. HAY SELLO DE LA
PROCURADURIA DE LA REPUBLICA.
SIGUE AUTENTICACION DE LA FIRMA QUE PRECEDE EFECTUADA
POR EL CONSULADO DE COLOMBIA EN MILAN BAJO EL NO. 374 Y
BUTENTICACION DE LA FIRMA DEL CONSUL EFECTUADA POR EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES EN SANTA 'FE DE

P

BOGOTA BAJO EL NO. 028688 DEL 10 DE MARZO DE 20007~

LA TRADUCTC

- -y p - ' ~Er !
T '1('!..;.4 -t dml\..-h‘,;kl?o ‘ﬂo
i c t. ha\,o 3 qnstmqua 14’

HELENA URIBE DE LEMOINE - . .- uq

'um
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TRADUCCION OFICIAL NO.10G/2000.-
CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
SIGUE CERTIFICACION EN ESPANOL EXPEDIDA POR EL
CONSULADO GENERAL DE COLCMBRIA EN MILAN BAJO EL NO. 172
SOBRE LA EXISTENCIA LEGAL DE CHIESI FARMACETICIS S.p.A.
Y DEL CARGO DEL SERCR PAQLO CHIESI.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un compuesto de la
férmula (I) que es un inhibidor de la elastasa del neutrdfilo
humano, Util para el tratamiente por inhalacidn de la inflamacidn

pulmonar.
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PIRROLOPIRIMIDINDICNA DIMERICA ¥ SU USO EN TERAPIA DE

ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

Campo de la Invencidn

Esta invencién se refiere a un compuesto de 3,4,6,7-
tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-d]lpirimidin-2, 5-diona sustituida,
especifica, que es un inhibidor de la elastasa del neutréfilo
humane, y su uso en terapia de las enfermedades respiratorias por
la administracidén inhalada.

Antecedentes de la Invencién

La elastasa del neutrdéfilo humano (HNE) es una serina-
proteinasa de 32 kDa encontrada en los granulos azurofilicos de
los neutréfilos. La misme tiene un papel en la degradacidn de una
amplia gama de proteinas de la matriz extracelular, incluyendc la
fibronectina, laminina, proteoglicanos, colagenos del Tipo III1 vy
del Tipc IV asi como la elasiina (Bieth, G. en Regulation of
Matrris accumulation, Mecham, R. P. (Eds), BRcademic Press, NY, USA
1986, 217-306). La HNE vya se ha considerade que desempefia un
papel importante en la homeostasis por medio de la reparacion vy
el desecho de los tejidos dadados a través de la degradacidon de
las proteinas estructurales del tejido. También es relevante en
la defensa contra la invasién de las bacterias por medio de la
degradacién del cuerpo bhacteriano. Ademés de sus efectos sobre
los tejidos de 1la matriz, la HNE ha sido implicada en la
regulacién ascendente de la expresién del gen IL-8 vy también
induce la liberacién de IL-8 desde las células epiteliales del
pulmén. En los modelos de animales de la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica inducida por la exposicidén &l humo del
tabaco, tanto los inhibidcres de moléculas peguefas como 1os

inhibidores de proteinas de HNE inhiben la respuesta inflamatoria

A



y el desarrollc de enfisema (Wright J. L. et al. Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 2002, 166, 5%54-960; Churg, A. et al. Am. J.
Respir. Crit. Care Med. 2003, 168, 189-207). Por consiguliente, la
MNE puede desempefiar un papel tanto en la destruccidn de la
matriz como en la amplificacion de las respuestas inflamatorias
en las enfermedades respiratcrias cronicas en donde el influjo
del neutrofilo es una particularidad caracteristica. Realmente,
la HNE se cree que desempefia un papel en varias enfermedades
pulmonares, incluyendo la enfermedad pulmeonar obstructiva crénica
(CCPD), fibrosis gquistica (CF), sindrome de tensidn respilratoria
aguda (ARDS), enfisema pulmconar, neumonia y fibrosis pulmonar.
También estd implicada en varias enfermedades cardiovasculares en
las cuales estd involucrada la remodelacidédn del tejido, por
ejemplo, en la insuficiencia cardiaca y la generacidén de lesiones
del tejido isguémico después del infarto agudo al miocardio.

La COPD es un términc de cobertura que abarca tres
diferentes condiciones patoldgicas, la totalidad de las cuales
contribuyen a la limitacién del flujo de aire: bronquitis
crénica, enfisema vy enfermedades de las vias respilratorias
pequefias. En general la totalidad de las Lres existirédn a grados
variables en pacientes que presentan COPD, y la totalidad de las
tres se pueden deber & la inflamacién mediada por los
neutréfilos, como estd apoyado por el numero incrementado de los
neutréfilos observados en los fluidos de fuga bronguioalveolar
(BAL) de los pacientes con COPD (Thompson, A. B.; Daughton, D.:
et al. Am. Rev. Respir. Dis. 1989, 140, 1527-1537). La
determinante patogénica principal en COPD ya ha sido considerada
gque va a ser el lkalance de proteasa-antiproteasa (también
conocido como la "hipdtésis de elastasa:anti-elastasa"”), en la

cual un deseguilibrio de la HNE y antiproteasas enddgenas tales

I3
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come la ol-antitripsina (o-AT), el inhibidor de la proteasa de
los leucocitos secretorios (SLPI) y pre-elafina conduce a varios
trastornos inflamatorics de COPD. Los individuos que tienen una
deficiencia génética del inhibider de proteasa de la o 1=

antitripsina desarrollan enfisema gque se incrementa en la

wh

severidad durante el transcurso cel tiempo (Laurrell, C. B.;

Erikkson, S Scand. J. Clin. Invest. 1963 13, 132-140). Un eaxceso

de HNE por lo tanto es destructivo, conduciendo a la ruptura de

la morfologia pulmonar con pérdida de elasticidad y la

1) destruccidn de las fijaciones alveolares de las vias

respiratorias en el pulmén (enfisema) mientras que

simultaneamente se incrementa la permeabilidad microvascular y la
hipersecrecidén de moco (bronguitis cronicaj.

La publicacidn cle la patente internacional

15 W02007/129060 se refiere, inter alia, a compuestos homodimericos

o heterodiméricos de la férmula M-L-M' donde L es un radical

enlazador divalente y M vy M!' son cada uno independientemente un

radical de la foérmula (A') o {(B'):

R\, LR R\ R
20 A" o a A
R* M !
N L NA- R—N | Tﬁ
DJ\N/ 4 \u-"\N/ \-D
S o~
Rsh A mps (B)
\9\\ (A) }/VJ
R3 R3
en donds
23 A es arilo o hetercarilo;

D es oxigeno o azufre;
R', R, R v R son independientemente cada uno
hidrégeno, halogenc, nitro, ciano, alguilo de C;-C,, alguenilo de

C.-Cs, alquinilc de C.-C,, hidroxi o alcoxi de C;-Cs o0 alqueniloxi

30 de C--Cs;, en donde alquilo de C,-C; y alcoxi de C;-C. pueden ser
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sustituidos adicionalmente con uno a tres radicales identicos o
diferentes seleccionados del grupo ¢que consiste de haldgeno,
hidroxi vy alcoxi de C.-Cu;

Ry R® cada uno representan independientemente un
radical de la férmula -[X].1Alq],-(Ql.-[Alg™]4-[X']:-2 donde

k, m, n, py g son independientemente 0 o 1;

Alg' v Alg® cada uno representan independientemente un
alguileno de C;-Cg sustituido opcionalmente, o un radical
alguenileno de C;-Cs que puede contener opcionalmente un enlace de
éter (-0-)}, tioéter (-S-} o aminoc (-NR*-) en donde RM es

hidrégeno o alguilo de C;-Cs;

Q) representa (i} -0-, -5-, -5{(=0}-, -5(=0)2, -
S"(R* -, -N{(R%)-, -N"(R") (R®)-, -C{=0)-, -C(=0)0-, -0C(=0)-, -
C(=0)NR*—, -NRAC{=0)-, =5{0;)NR*~, -NR"S(0;)-, -NR*C(=0)NR"-, -
NRAC (=NR*) NR®-, -C{=NR")NRF-, -NR®C(=NR")-,

donde R*, R?, R" y RF

son independientemente hidrdgeno,
alquilc de C,-Cs o cicloalquile de Ci-Cs;, o R* y R, o R vy RE
tomados junto con el nitrodgenc al cual los mismos estan fijados
forman un radical heterociclico monociclico de 5 a 7 atomos del
anillo gue puede contener un hetercatomo adicional seleccionado
de N, Oy S, o (ii) un radical carbociclico o heterociclico, mono
o biciclico, divalente, sustituicdo opciocnalmente, que tiene 3-6
elementos del anillo;

X representa -(C=0)-, -S(0;)-, -C(=0)0-, -(C=0)NR*-, o -
5 {02} NR™-,
en donde R® es hidrégeno, alguilo de Cl-Cg, © cicloalguilo de Ci-
0P

X! representa -0-, -5-, o -NH:; y

Z es hidrogeno 0 un radical carbociclico Q

hetercciclico, mono o biciclico, sustitulde opcionalmente que
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tiene 3-6 Atcmos del anillo.

Breve Descripcién de la Invencidn

Esta invenciodn se refiere a un compuesto dentro del
alcance las reivindicacicnes de W0O2007/12%9060 perc no descrito
especificamente alli. De manera semejante a los compuestos de
WO2007/129060, el presente compuesto es particularmente (Gt1l para
la aplicacidén pulmonar por inhalacidn, para el tratamiento de la
enfermeclad inflamatoria del pulmdén y del tractc respiratorio. Sin
embargo, el presente compuesto tlene la ventaja de un tiempo de
residencia mas breve en el pulmén, expresade como su vida media
(T1/2), comparado con su analogo estructural mas cercano descrito
en WO2007/129060, que conduce a la caracteristica deseable de una
depuracién mas temprana durante el cese del tratamiento.

Descripcidén Detallada de la Invencioén

La presente invencidédn proporciona un compuesto de la

férmula (I) v las sales del mismo farmaceuticamente aceptables:

(&I h INr\/\.Hfﬁ\_/\.N ]I f}JH "

0" N TN
. e
FF Fe

Para una revisién de las sales, véase Handbook of

Pharmaceutical Salts: Properties, Selecticon, and Use por Stahl vy

Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2002). Las sales Ph
farmaceuticamente aceptables del compuesto de la invencidn
incluyen las sales de adicidn dcida tales como el
clorhidrato, bromhidrato, fosfato, sulfato, acetato,
diacetato, fumaratc, maleatoc, tartrato, c¢itrato, oxalato,
metanosulfonato o p-toluenosulfonato.

Se espera que el compuesto de la invencidn pueda

b
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ser aislado como uno o mas hidratos ¢ solvatos, y en las
formas polimérficas cristalinas sencillas o multiples.
Cualquier referencia agui, incluyendo las reivindicaciones
de aqui, a un "compuesto con el cual la invencidn esta

n

relacionada" o "compuesto de la invencion" o "el presente
compuesto”, o los "compuestos de la [ormule {(I;" ¥
semejantes, incluyen la referencia a las sales, hidratos,
y sclvatos de tales compuestos, y las formas cristalinas
de los mismos.

1l término "solvatec” es ulbilizade aqui wpara
describir un compleajo molecular que comprende el
compuestc de la invencidén de urna cantidad esteguiométrica
de una o mads moléculas del solvente farmaceuticamente
aceptables, por ejemple, etanol. El término "hidratc™ es
empleado cuando el solvente es agua.

£l compuesto de la invencién tiene dos centros

gquirales indicados por los asteriscos como sigue:

eN CN
EN N7
| ,/,‘ Iy [
o s
v B~
]J‘ N LN \N/\\/\_N\ “ j\
O"\N/ S H __.-\Na\o
4 ®
g F\¥ /frl
i~ >
Fr T
Preferentemente, el compuesto de la invencidn tiene
predominantemente la configuracién R-R, (mostrada en la férmula
(IA)) en estos centros, en lugar de las configuraciones R-S y/o

5-5.
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Por consiguiente, las muestras preferidas del

compueste de la invencién predominantemente contienen el

diasterecmero R-R. Por ejemplo, las muestras del compuesto de

la invencidn pueden consistir ce al menos S0 %,

o,

preferentemente de al menos 85 %, y mas preferentemente del

98 % o mayor, en peso del diasteredmero R-R como se muestra

en la férmula (IA), y menos de 10 %, 5 % o 2 % en peso
respectivamente de otros diasteredimeros.
El compuesto de la invenclidn estd propuesto para la

administraciéon pulmonar para el tratamiento o prevencidn de

las enfermedades del tracto respiratoric en las cuales estéa

implicada la  HNE, por ejemplo la enfermedad pulmenar

obstructiva crénica (COPD) , la bronquitis crénica, la

fibrosis pulmonar, el sindrome de tensidn respiratoria aguda

(ARDS), el enfisema pulmonar, el enfisema inducido por fumar
o la fibreosis guistica, el asma, y la rinitis. Por
consiguiente, los compuestos de la invencidn pueden ser

utilizados en un método de terapia, para el tratamiento de un

naciente gue padece de una condicidn o enfermedad del tracto
resplratorio comc se definiod anteriormente.

Por consiguiente otro aspecto de la invencidén es

una composicidn farmacéultica adaptada para la

comprende el

|T

administracién pulmonar por inhalacidn, que
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compuesto de la invencidn vy une o mas portadores o
excipientes farmacéulbicamente aceptables. Como se explicd
anteriormente, las composiclones farmacéuticas de la
invencidédn incluyen agquellas en donde el compuesto de la
invencidn esta presente predominantemente como el
diasteredmero R-R (con relacién a los diasteredmeros S-S5 vy
R-5). Preferentemente las composicicnes de 1la invencidn
contienen el compuesto de la formula (I) como al menos 90
%, o al menos 95 %, o al menos 98 % o mayor, en peso del
diasteredbmero R-R, y menos gue 10 %, 5 % o©o 2 %
respectivamente en peso de otrcs diasteredmeros.

Las composiciones adecuadas para la administracidn por
inhalacidén pulmonar ya son conocidas, y pueden incluir portadores
y/o diluyentes que vya son conocidos para su uso en tales
composiciones. L& composicién puede contener 0.01-99 % en peso
del compuesto activo. Preferentemente, una dosis unlitaria
comprende el compuesto activo en una cantidad de 1 wg hasta 10
mg.

£l nivel de cdositicacidon mas adecuado puede ser
determinado por cualguier método adecuado conocido por una
perscna experta en el arte. Se entenderd sin embargo, que la
cantidad especifica para cualguier paciente carticularx
dependerd de una variedad de faclores, incluyendo la actividad
del compuesto especifico gue es utilizado, la edad, el peso
corporal, la dieta, la salud general y el sexo del paciente,
el tiempo de administracién, la ruta de administracidn, la
velocicdad de excrecidn, el uso de cualesguiera otros farmacos,
y la severidad de la enfermedad gque esta padeciendo el
tratamiento. En general, el intervalo de dosificacién diaria

radicaré dentro del intervalo desde aproximadamente 0.001 mg

14
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hasta aproximadamente 100 mg por kg de pesoc corporal de un
mamifero, preferentemente 0.0l mg hasta aproximadamente 50 mg
por kg, y aun mas preferentemente 0.1 hasta 10 mg por kg, en
dosis unicas o divididas. Por otra parte, puede ser necesario
utilizar las dosificaciones fuera de éstos limites en algunos
casos.

Para el suministro por inhalaciodn, el compuesto activo
estd preferentemente en la forma de microparticulas. Las mismas
pueden ser preparadas por una variedad de teécnicas, incluyendo el
secado por rociado, el secado  por congelamiento Y la
micronizacidn.

A manera de ejemple, una composicidén de la
invencidén puede ser preparada como una suspensidén para el
suministro desde un nebulizador o come un aerosol en un
propulsor liquido, por ejemplo para su uso en un inhalador de
dosis medidas, presurizade (PMDI). Los propulscres adecuados
para su uso en un PDMI ya son conocidos por la persona
exwperta, e incluyen CFC-12, HFA-134a, HFR-227, HCFC-22
(CCl;F;) y HEA-152 (CH.F; e isobutano).

En una modalidad preferida de la invencidn, una
composicién de la invencidn estd en una forma de polve seco, para
el suministro utilizandeo un inhalador de polvo seco (DPIL). Ya se
conocen muchos tipos de DPI.

Las microparticulas para el suministre por inhalacidn
pueden ser formuladas con excipientes que ayudan al suninistro vy
la liberacién. Por ejemplo, en una formulacion de pelvo seco, las
microparticulas pueden ser formuladas con particulas portadoras
grandes que ayudan al flujo del DPI hacia el pulmédn. Ya se
cenocen las particulas nortadoras adecuadas, e incluyen

particulas de lactosa:; las mismas pueden tener un didmetro

D
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aerodinamico promedio de la masa mayor que 90 um.

La generacidén de aerosol puede ser llevada a cabo
utilizando, por ejemplec, atomizadores de chorro accionados a
presién o atomizadores ultrasdénicos, preferentemente utilizando
aeroscles dosificadores accionados por un  propulsor o una
administracién libre del propulsor de los compuestos activos
micronizados desde, por ejemplo, las capsulas de inhalacidn u
otros sistemas de suministro. del "polvo seco”.

£l compuesto activo puede ser decsificado como se
describié dependiendo del sistema inhalador utilizado. Ademas de
los compuestos activos, las formas de la administracidn pueden
contener adicionalmente excipientes, tales como, por ejemplo,

propulsores (por ejemplo Frigen en el caso de los aercsoles

dosificadores), sustancias activas superficiaelmente,
emulsionadores, estabilizadores, conservadores, saborizantes,
rellenadecres (por ejemple la lactosa en el caso de los

inhalacdores de polvo) o, si es apropladco, compuestos activos
adicionales.

Para los propdsitos de inhalacién, un gran numero de
sistemas estan disponibles con los cuales los aerosoles de un
tamafic de particula optimo pueden ser generados y administrados,
utilizando una técnica de inhalacidén gque es aproplada para el

naciente. Ademds del wuso de los adaptadores {espaciadores,

gxpansores) y recipientes con [forma de pera (por ejemplo
Nebulator(, Volumatic::), y dispositivos automaticos gue emiten un
rocio de una soclucidén reguladora (Rutohaler®), para aerosoles

dosificados, en particular en el caso de los inhaladores del
polve, un numero de solucicnes tecnicas estén disponibles (por
ejemplo Diskhaler®, Rotedisk’y, Turbohaler:: o los inhaladores por

ejemplo como se describen en EP-A-0505321). Z A
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En el caso de una formulacidédn a base de aercsol, una

composicidn preferida es:

Compuesto de la invencidn 24 mg/recipiente

Lecitina, Conc. Llg. NF 1.2 my/recipiente
Triclorofluorcometano, NFE 4 025 g/recipiente
Diclorodiflucrometano, WI 12.15 g/recipiente

El compuesto de la invencidon puede ser utilizado en
combinacién con otros farmacos gue seon  utilizados en el
tratamiento/prevencidén/supresion o mejora de las enfermedades o
condiciones para las cuales son utiles los presentes compuestos.
Tales otros farmacos pueden ser administrados, por una ruta y en
una cantidad wutilizada cominmente por lo tante, de manera
contemporanea o consecutiva con un compuesto de la invencidn.
Cuando un compuesto de la invencidn es utilizado
contemporaneamente con  uno o mas de otros farmacos, una
composicién farmacéutica que contiens tales otros farmacos ademas
del compuesto de la invencién es preferido. En consecuencia, las
composicicnes farmacéuticas de la presente invencidn incluyen
aquellas que también contienen uno o mas de otros ingredientes
activos, ademés del compuesto de la invencidn.

Los agentes terapéuticos adecuades para una terapia

combinada con el compueste de la invencidén incluyen: (1} un
corticosteroide, por ejemplo fluticasona o bhudesonida; (2) un
agonista del adrenoreceptor [(2, por ejemplo salmetercl o©
formeterol: {3) un moduladecr de leucotrieno, por ejemplo
montelukast o pranlukast; (4) agentes anticolinérgiccs, por
ejemplo los antagonistas del receptor muscarinico 3 (M3)
selectivos tales como =1 bromuro de tiotropio: (5) un agonista

del adrenorreceptor B2/antagonista del receptor muscarinico

(M3) doble, tales come GSK O 961081 (6) inhibidores de

22
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fosfodiesterasa-IV {PDE-1IV), por gjemplo roflumilast 0
cilomilast:; (7) un agente antitusive, tal como la codeina o©
dextramorfano; (8) un agente antiinflamatoric no esteroidal
(NSAID), por ejemplo ibuprofenc o ketoprofeno: (9) un
mucolitico, por ejemplo N acetil cisteina o fudosteiina; (10)
un modulador expectorante/mucocinético, por ejemplo ambroxol,
soluciones hiperténicas (por ejemplo una solucidn salada o
manitol) o un agente tensicactivo; (11) un péptido mucolitico,
por ejemplo la desomirribonucleasa  humana recombinante I
{dornasa-alfa v rhDNasa} o helicidina; vy (12) antibidticos,
por ejemplo azitromicina, tobramicina y aztreonam.

La invencién es ewplicada adicionalmente en 1los
siguliente Ejemplos:

A. Sintesis del compuesto de la invencion

Las rutas mostradas en .os esquemas de reaccién 1 a 3
describen rutas alternativas para la sintesis del Compuesto
(1A). La reaccidn de Biginellli entre el 2-bromopiridin-5-
carboxaldehido, (3-trifluorometilfenil)urea y un acetcacetato
de alquilo o arilc por eiemplo acetcacetato de metile, que
forma el compuesto (1) puede ser llevado a cabo en la
presencia de un catalizador tal como el acido polifosforico.
El reemplazo del atomo de bromec con un grupo cianoc puede ser
logrado utilizando verias condiciones de reaccidn de clanacidn
estancdares por ejemplo la catalisis de acetona cianohidrina
con cobre. La separacidn quiral de los enantidmerocs de (2}
puede ser lograda utilizando HPLC guiral. Lé bromacion del
enantidémero (R) (3a) utilizende el bromo, u otro reactivo de

romacisén estandar, puede proporcionar entonces (4) (Esquema

de reaccidn 1). /z:}
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Esquema de reaccidn 1

Alternativamente (Esquema de reaccidn 2), una reaccidn de
Biginelli entre un é&ster del acido 5-formilpiridin-2-carboxilico, un
acetoacetato de alquilec o arilo y la (3-triflucrometilfenil) urea en la
presencia de un catalizador tal come el acide fosférico, puecle  ser
utilizada. Especificamente, el S5-formilpiridin-2-carboxilato de metilo (3},
que puede ser preparacdo por la carbonilacion del 2-bromopiridin-5-
carboxaldehido en la presencia de metanol, se puede hacer reaccionar con el
acetoacetato de metilo y (3-triflucrometilfenil) urea para dar el compuesto
(6) . l.a conversién acido carboxilico (7) puede ser lograda utilizande las
condiciones de hidrdlisis estandares por ejemplo hidréxide de sodio acuoso.
La formacién de una mezcla diasterecmérica de sales por el tratamiento de
{7) con {(+) ~cinconina, y la cristalizacion del enantidmerc (R}
preferentemente a partir del etancl, permite el aislamiento de (8) después
del tratamiento con el &cido. Para la formacién de la amicda (9), las
reacciones puecen ser efectuadas utilizando las condiciones estandares, por
ejemplo tratamiento del acide (8) con carbonildiimidazol seguido pox la
reaccién con amoniaco. La bromacién de (8) para dar (10) puede ser lograda
utilizando, por ejemplo, bromo o N-bromesuccinimida. ElL  campuesto

intermeciio {9) puede ser convertido alternativamente en el compuesto

/0-\/\
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intermedio (3), que es util en la ruta altemnativa (Esquema de reaccidn 1),

por deshidratacién.
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Esguema de reaccion 2

El Esquema de reaccidn 3 muestra gué tanto los compuestos
{4) como {10) pueden ser convertidos en el compuesto (IA). La reacciodn
de dimerizacién con la bis-{3-aminopreopil)amina puede heneficiarse del
uso de una base adecuada por ejemplc trietilamina, NaHCO;, DIPEA, etc
y bis-(3-aminopropil)amina puede ser utilizada en una forma protegida,
es decir la amina secundaria puede ser protegida por ejemplo por el
terc-butileoxicarbonilo, henciloxicarbonilo, etc., con el grupo
protector que es removido en una etapa posterior. El compuesto {11y,
el producto de la reaccion de (10} con la bis-{3-aminopropil)amina
puede ser deshidratado para dar (IA) mientras que (4) reacciona
directamente con la bis-(3-aminopropil}amina pera dar (IA). El
compuesto (IA) puede ser obtenido como la hase libre por cromatografia
y luego convertido en una sal por el tratamiento con un compuesto
dcicdo adecuado. Alternativamente, (IA) puede ser obtenido por
cristalizacién con una sal adecuada, por ejemplo el 4=
toluenosulfonate, a partir de la reaccién de dimerizacién sin refinar
de {4Y. La totalidacd de las reacciones pueden ser efectuadas en varilos

solventes gque deben ser compatibles con los reactivos utilizados, vy

15
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pueden ser llevadas a cabo a wvarlas temperaturas
tipicamente 0-80 °C.
CONH, CH
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Esquema de reaccidn 3

Métodos generales

Las reacciones no fusron

inerte a menos que

purificados pecr cromatografia en

refiere al gel de silice para cr

(malla 230 hasta 4CQ0),

p.5.1i para una elucidn por columna acelerada.

llevd & cabo utilizande un

cromatografia automatizado fue
cen propilenc pre-empacacdo
tamaic de particula promedio de
solventes y reactives comercrales

Métodos de LC-MS Analiticos

Método 1 de LC-MS

Waters Micromass ZMD

se especifigue.

cartucho RedliSepd®
utilizado

(colunna RediSep)

En donde los

columna sobre silice,

omatografia,

vy una presién aplicada de nitrégeno de hasta

S1, un

35-70 um (malla 230-400) .
freron utilizados como se
coh una coluinna

productos

de 0.035 hasta 0.070

En donde la separacidn

(compafila CombiFlash®)

adecuadas,

llevadas a cabo bajo una atmosfera

fueron
"silice" se
mr
10
se
de

sistema

junto

que ceontiene sllice con un

Todos los

recibieron.

de fase 1inversa

C18 (Phenomene:x Luna de 30 = 4.6 mn con un tamaio de particula de

1\0
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3 pm), elucién con A: agua + acido férmico al 0.1 %; B: metanol +

dcido férmico al 0.1 %, Gradiente:

Gradiente - Tiempo Flujo ml/min SR 4B
C.C0C 2.0 95 5
0.50 2.0 95 5
4.50 2.0 5 85
5.50 2.0 5 95
6.00 2.0 95 5

Deteccidén - MS, ELS, UV (200 pl divididos hasta una fuente de ESI
con deteccidn de Waters 996 DAD en la linea)

Método de ionizacién MS - Electrorrociado (iones positivos vy
negativos)

Metodo 2 de LC-MS

Waters Micromass 2ZMD con una columna de fase inversa

C18 (Phencmenex Luna de 30 = 4.6 mm con un tamafo de particula
de 3 um), elucién con A: agua + 4cido férmico al 0.1 %; B:
acetonitrilo + acido fdérmice al 0.1 %. Gradiente:
Gradiente - Tiempoc Fiujo ml/min HA %8

0.00 2.0 95 5

0.50 2.0 95 5

4.50 2.0 5 95

5.50 2.0 5 95

6.00 2.0 95 5

Deteccidn - MS, ELS, UV
Método de ionizacion MS - Electrorrociado (iones positivos vy
negativos)
Método 3 de LC-MS

Waters OQuattbro Micro c¢on una c¢olumna (Cl1l8 LC
(Higgins Clipeus de 100 x 2.0 mm con un ltamano de particula

de 5 pm), elucidn con B: agua + é&cido foérmico al 0.1 %; B:

/A
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metanol + é&cido fdrmico al 0.1 *%. CGradiente:

Gradiente - Tiempo Flujo ml/min A %5
0.00 1.0 85 15
1.00 1.0 85 5
132.00 1.0 5 95
20.00 1.0 5 95
22.00 1.0 85 15
25.00 1.0 85 15

Deteccién - MS, ELS, UV (100 ul divididos hasta M$S con deteccién
UV en la linea)
Método de ionizacidén MS - Electrorrociado (lones positivos vy
negatives)
Método 4 de LC-MS

Waters Micromass 2ZQ2000 con una columna de fase
inversa C18 (Acguity BEH de 100 x 2.1 mm con un tamano de
particula de 1.7 pum) mantenida a 40 °C, elucidn con A:
agua + acido formico al 0.1 ©:; B: acetonitrilo + 0.1 %

dcido formico al 0.1 %. Gradiente:

Gradiente - Tiempo Flujo ml/min %A %B
0.00 0.4 95 5
0.40 0.4 95 >
6.00 0.4 5 95
6.80 0.4 5 95
7.00 0.4 55 5
§.00 0.4 95 5

Deteccidn - MS, UV, FPDA
Método de idonizacién MS - Electrorrociado (icnes positivos vy
negativos)

Métodos de LC guiral

I

Método 1 de LC guiral (analitico)
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CHIRALPAK® IC 5 pm - 250 = 4.6 mm eluyendo con 10 % de n-
heptano, 90 % de EtOH, 0.1 % de dietilamina. Velocidad de flujec =
0.7 ml/min. Deteccién por UV a 250 nm.

Método 2 de LC quiral (preparativo)

CHIRALPAK® IC 20 pm - 250 = 76 mm eluyendec con 30 % de n-
heptano, 70 % de EtOAc, 0.1 % de dietilamina. Velocidad de flujo
= 270 ml/min. Deteccidn por UV a 330 nm.

Método 3 de LC quiral (analitico)

CHIRRLPAKD IA 5 um - 250 x 4.6 mm eluyendo con 20 % de IPA,
80 % de n-heptano, 0.1 % de TFA. Velocidad de flujo = 1 ml/min.
Deteccidn por UV a 254 nm.

Determinacion cel Punto de Fusion

Los puntos de fusidn se deterininaron utilizando un aparato
Buchi B-540.

Rotacidn Optica

Los valores de [o] ', obtenidos scbre un polarimetro
automatico Optical Activity Ltd AA-10R utilizando una celda de 25
mm y una lampara de sodio como una fuente. Las muestras fueron
corridas en metanol a aproximadamente 1 % p/v. Las mediciones
fueron tomadas por duplicado.

Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Las medicicnes de DSC se efectuaron sobre un aparato
Mettler Toledso DSCB823s2 equipado ceon un robot de muestrec Mettler
Tolado TSOS01RO y un carrusel de muestreo automatizado. Las muestras
fueron preparadas en bandejas de aluminio de 40 pl, las tapas de las
muestras fuercn perforadas automaticamente por el robot y el analisis
se emprendid entre 30 y 250 °C a 10 °C/minuto. Tiplcamente, 1-3 mg
fueron utilizados para =1 analisis y el experimento se efectud bajo
nitrégeno seco purgado a 30 mlmin™ . £l instrumento fue calibrado

para la energia y la temperatura utilizande indio certificado. ‘ZFK
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Difractometros del Polvo de Ravos ¥ (XRPD)

Sistema 1

Los datos se colectaron wutilizando un difractometro
Siemens D5000 utilizando la radiacién de Cu Koo (40kv, 40mA),
gonidmetro £-8, divergencia de V20 y ranuras de recepcidn, un
monocromador secundario de grafito y un contador de centelleos. El
instrumento fue verificado en su funcicnamiento utilizando un
estandar de Corundum certificado (NIST 1976). El software utilizado
para la recoleccidén de los datos fue Diffrac Plus XRD Commander
v2.3.1 y los datos fueron analizados y presentados utilizande Diffrac
Plus EVA v11.0.0.3. Las muestras fueron corridas bajo condiciones
ambientales como los especimenes de placa plana gue utilizan el polvo
como se recibid. La muestra fue empacada suavemente en un corte de la
cavidad, en una plaguite de silicio de fonde cero (510), pulida. La
muesktra se hizo girar en su propio plano durante el analisis. Los
datos fueron colectados entre 2 hasta 42 °28, utilizando un tamano de
la etapa de 0.05 °28 y un tiempo de recoleccidn de 4 s.etapa'.
Sistema 2

Los datos fueron recolectados utilizande un difractdmetro
de Bruker D8 utilizando la radiacion de Cu Ko (40 kv, 40mA),
goniémetro de €-28, con un detector Lynxeye equipado con  un
monocromador Ge. El instrumento fue verificado en su funcionamientoc
utilizando un estandar cde Corundum certificado (NIST 1976). EI
software utilizado para la recoleccidn de los datos fue Diffrac Plus
XRD Commander v2.5.0 vy los datos fueron analizados y presentados
utilizando Diffrac Plus EVA v 11.0.0.2 o v 13.0.0.2. Las muestras se
corrieron bajc condiciones ambientales come los especimenes de placa
plana utilizande el polvo como se recibid. Los datos fueron
colectados entre 2 hasta 42 °28, utilizandeo un tamafo de la etapa de:

0.05 °26 y un tiempo de recoleccién de 0.5 s.etapas . fg&j
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Sorcidn del Vapor Dinamico (DVS)

£l analisis de DVS se efectud sobre un analizador de
sorcién de la humedad intrinseca-DVS de Surface Measurement
Systems (SMS). E1l instrumento fue controlado por un software
adecuado para el andlisis de  5SMS (DVS-Intrinsec Contrel
v1i.0.0.30). El analisis de los datos se efectud utilizande Microsoft
Excel 2007 junto con un scftware adscuado para el analisis esténdar de
DVS (v6.0.0.7). La temperatura de la nuestra se mantuvo en 25 °C y le
humedad de la muestra se obtuvo mezclando las corrientes de nitrdgenc
seco y humedo a una velocidad de flujo total de 200 mlmin™'. La humedad
relativa se midié utilizando uné sonda Rotronic calibrada (intervalo
dinamico de humedad relativa del 1-100 % (RH)) localizado cerca de la
muesira. El cambioc de peso de la muestra como una funcién de % RH fue
verificado constantemente por microbalance (exactitud + 0.005 mg).
Luego se colocan 20 mg de la muestra en una canasta de malla de acero
inoxidable tarada bajo condiciones ambientales. La muestra se carga y
se descarga al 40 % de RE y 25 °C {condiciones ambientales tipicas) ¥y
la muestra se somete a un régimen de DVS graduado durante 2 ciclos
utilizando los parametros mostrados en la Tabla 1. Una iscterma de DVS

fue calculada a partir de é&stos datos.

Parametro Ajuste
Sorcidén — ciclo 1 (ARH) 40-90
Desorcion — ciclo 1 (%sRH) 930-0
Sorcién - cicle 2 (%RH) 0-%0
Descrcidn — ciclo 2 (BRH) 90-0
Sorcidn - ciclo 3 (%RH) 0-40
Intervalos (%RH)) 10
dmdt  (%min™) 0.002
Temperatura de la muestra (°Cj 25 ,15\
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Tabla 1: Parametrcs del Método para el experimento de DVS

Andlisis de Rayos X de un solo Cristal

£l analisis de rayos ¥ de un solo cristal se
efectud sobre un sistema de &nodo rotatorio de EBruker-
Nonius FR591 equipado con una camara de CCD de Bruker-
Nonius Roper utilizando rayos X a 0.71073 angstroms de
MoK ulilizando un monocromador de grafito. Los datos se
colectaron & una temperatura de 120 K. La recoleccidn
de los datos se hizo utilizando COLLECT (Hooft R.W.W.,
1998), refinamiento celular por DENZO (Otwinocwskil &
Minor, 1997) v COLLECT {Hooft, R.W.W., 1998 . La
solucidn estructural Yy el refinamiento por SHELX
(Sheldrick, 2008).

Espectrémetros de NMR

Los NMR se corrieron sobre ya sea un espectrémetro de
400 MHz de Varian Unity Inova o un espectrdémetro Bruker Avance
DRX de 400 MHz.
Abreviaturas utilizadas en la seccidn experimental:
DCM = diclorometano

DIPEA = di-isopropiletilamina

DMEF = N,N-dimetilformamida
TA = temperatura amblente

Rt = tiempo de retencidn

TEA = 4cido trifluoroaceético
THF = tetrzghidrefurano
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Compuesto Intermedioc 1

2-bromopiridin-5-carboxaldehicdo  (170.0 g, 913 mmol), (3-

trifluorometilfenil)-urea (185 g, 906 mmol) y acetoacetato de metilo (106

g, 913 mmol) se agregan a una suspensidn agitada de acido polifosfdrico
(500 g) en THF seco (1500 ml) vy la reaccidén se agita a reflujo durante 5

horas. La solucién se enfrie a TA vy se vierte en agua (2.5 1). El producto

se extrae con acetate de etilec v la [ase acuosa se vuelve a extraer con

acetato de etilc. Las capas organicas combinadas se lavan con agua, luego

con salmuera v se secan con sulfato de sodio anhidrc. El solvente se

evapora para dar una goma anaranjada que se disolvido en un volumen minimo

de éter dietilico y se deja que cristalice. El producto fue un sélido

blanco.

Rendimiento: 283.2 g (66 %)

LC-MS (Métode 1): Rt = 3.83 min, m/z = 470/472 [M+H]"

Compuesto Intermedio 2

Un recipiente de tres cuellos se carga con el Compuesto

Intermedic 1 (128.0 g, 271 mmol), yoduro cuproso (58.2 g, 310

mmol) vy DME (1250 ml). La mezcla de reacceldn se calienta con

agitacién hasta que la temperatura interna de la reaccion alcanzd

mmoii,}

50 °C. Se agregan entonces acetona cianchidrina (45 ml, 178
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y DIPEA (83.7 ml, 178 mmol) y la mezcla de reaccidn se deja
calentar a 150 °C y se agita durante 6 horas. La solucidn se
enfria a TA y se diluye con OCM (2.5 1). La solucidn se lava con
agua (» 2) y salmuera (x 1), luesgo ss seca sobre sulfato de scdio
anhidro. Después de la filtracidn y remocidn del solvente bajo
alto vacio, el material sin refinar se purifica por cromatografia
por desorcidn subita sobre gel de silice {malla 230-400) eluyendo
con éter dietilico pare dar el producto del titule como un sdlidoe
blanco.

Rendimiento: 74.2 g (65 %)

LC-MS (Método 1): Rt = 4.06 min, m/z = 417 [M+H]'

Compuesto intermedio 3a enantidinero(R)

Método 1

El compuesto intermedio 2 ({53.1 g} se separa en dos
enantiomeros utilizando el Método 2 de LC guiral.

EL compuesto intermedio 3a enantidmero {R)
[Estereocqguimica determinada por cristalografia de Rayos & del
producto de la bromacidén {Compuesto Intermedic 4)]

Recuperacidn = 26.0 g (492 %)
HPLC (Método 1 de LC quiral): 5.8 min (>98.6 % ee)

Rotacion aptica [al v -12.8°

También se recuperd el Compuestc Intermedio 3b enantidmero (3)

I

Recuperacidn = 23.8 g (45 %)

HPLC (Método 1 de LC guiral): 10.0 min (>99.5 % ee)

A
5. +10.6° /3

Rotacidn dptica [al~’¢
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Método 2

El compuesto intermedico 9 (140 mg, 0.32 mmel) se
disuelve en DCM (1.5 ml) vy se agrega DMF (0.05 ml, catalitico)
seguido por oxiclorurc fosforoso (0.3 ml, 3.2 mmol). La mezcla se
deja reposar a TA durante 3 dias, luego se apaga con agua y el
producto se extrae en acetato de etilo. La capa organica se lava
con agua, luego con salmuera y se seca sobre sulfato de sodio
anhidre. El agente de secado se retira por filtracion y 1la
solucién se evapora a sequedad produciendo una espuma cafe. Esta
fue purificada por un cartucho de Si de RediSept utilizando 50-
100 % de acetate de etlio/pentano como el eluyente. Las
fracciones apropiadas se combinan para dar el producto requerido
como una espuma palida.

Rendimiento: 12 mg (14 )

LC-MS (Método 1): Rt = 4.04 min, m/z = 417.29 [M+H]®

Rotacioén optica (o] ’~ -10.0°. Estersoquimica confirmada como (R)
por la comparacidédn con el Compuestc Intermedic 3a preparadc por
el Método 1.

Compuesto Intermedio 4

Una solucién del bromo (41.6 g, 260 mmol) en cloroformo
(200 ml) se agrega por goteo durante 30 minutos a una solucidn
agitada del Compuesto Intermedio 3a (104 g, 250 mmel) en
cloroformo (1 1) gque contiene carbonato de potasio sdélido (74.0
g, 530 mmol). Después de agitacidén durante 1 h, la suspensidn se

filtra y el solvente se remueve bajo presidn reducida para dejar

3
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una espuma amarilla pé&lida. Esta fue disuelta en un volumen
minimo de acetatoc de etilo y se diluye con éter dietilico. Ll
productc se cristalizd come un sélido blanco, que se retira por
filtracién, se lava con 10 % acetato de etilo/éter dietilico y se

seca 1In vacuo.

e
—

Rendimiento: 54 g (44 Una segunda cosecha 1llevdé al
rendimiento hasta el 85 %
LC-MS (Método 2): Rt = 4.19 min, m/z = 495/497 [M+H]’

La estereoquimica se confirma como {R) por
cristalografia de Rayos X de un solo cristal con un grupo
espacial Pl triclinico, factor R de 0.0518, GOF 1.038, parametro

de Flack 0.042 (ds + 0.007) y parametro cde Hooft (ds * 0.007).

Compuesto Intermedio 5

El 2-bromopiridin-5-carporaldehido (1.86 g, 100 mmol)
se disuelve en una mezcla de metanol {10 ml) y DME {10 ml} vy
trietilamina (2.75 ml, 20 mmol) fue agregada. A esta sclucidn se
agrega acetato de paladio (II) (56 mg, 0.25 mmnol) y 1,1-
bis{difenilfosfino)ferroceno (0.28 g, 0.5 mmel). La mezcla se
desgasifica por burbujeo a través de un gas de mondxido de
carbono vy entonces se mantuvo bajo una atmésfera de mondxido de
carbono a presién atmosférica utilizando un matraz de baldn. La
mezcla se calienta a 55 °C durante 48 horas, luego se vierte en
agua y se extrae con acetato de etilo (100 ml). La fase orgéanica
se lava con agua (x 2) y salmuera y luego se seca sobre sulfato
de sodioc anhidre. El agente de secado se retira por filtracidn y

la solucioéon se evapora a seqguedad produciendo un sdlido oscuro.

{}Lp
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Este se purificd por cromatografia sobre un cartucho de Si de
RediSepw utilizando acetato de etilo al 0-40 % en DCM como el
eluyente. Las fracciones apropiadas fueron combinadas para dar el
producto requerido como un sélide rosa palico.

Rendimiento: 750 mg (45 %)

1H RMN (400 MHz, CDCl;) & = 4.06 {s, 3H), 8.32 {(m, 2H), 2.20 (m,
1H), 10.22 (s, 1H)

Compuesto Intermedio 6

QDOMe
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A una solucioén de é&cido polifosfédrico (2.9 ¢g) en THE
(20 ml) se agrega el Compuestc Intermedio 5 (0.85 g, 5.1
mmol ), (3-trifluvorometilfenil)urea (1.05 g, 5.15 mmol) y
acetoacetato de metile {(0.&0 g, 5.15 mmol). La mezcla se
calienta bajo reflujo por 6 horas, luego se enfria a TA y el
solvente se remueve bajo presidn reducida. El residuc se
reparte entre acetato de elLilo y agua. La capa organica se
separa y se lava ccn agua, luego <on salmuera, ¥y finalmente se
seca sobre sulfato de scodio anhidro. EL agente de secado se
retira por filtracién y el filtrado se evapora & seguedad para
dar una espuma amarilla palida. La purificacidn se logra por
cromatografia sobre un cartucho de $i de RediSep® utilizando
acetato de etilo como el eluyente. Las fracciones apropiladas
se combinan para dar el producto reguerido como una espuma
incolora.
Rendimiento: 1.2 g (53 %)

LC-MS (Método 1): Rt = 4.02 min, m/z = 450.35 [M+H]’ /3;>(
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Compuesto Intermedio 7
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A una solucidn del Compuestc Intermedio 6 (1.2 g,
2.67 mmol) en THE (30 ml) se agrega una solucidn de hidrdxido
de sodio 1M (3.0 ml, 2.0 mmel). La solucidn se agita a TA
durante 4 horas. El solvente se reduce hasta la mitad del
volumen y se agrega una solucidn de dcido clorhidrico 1 M (12
ml). La solucioén se extrae con DCM (3 = 50 ml) y los
extractcecs combinados se lavan con agua, luego con salmuera y
finalmente se secan sobre sulfato de sodic anhidro. El agente
de secado se filtra y el filtrado se evapora a sequedad
produciendc una espuma incolor
Rendimiento: 1.11 g (93 %)
LC-MS (Método 1): Rt = 3.90 min, m/z = 436.33 [M+H]"

Compuesto Intermedio 8
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nl Compuesto Intermedio 7 (1.1 g, 2.32 mmol) y (+)-
cinconina (740 mg, 2.3%2 mmol) se disuslven en etanol caliente
(6.5 ml). La solucién se deja que se enfrie a TA toda la noche vy
el sélido cristalino se retira por filtracioéon (G.78 g, 84 % del
tedrico). Esta sal se suspende HCL 1IN (20 ml} y se extrae en
acetato de etilo (3 » 20 ml). Los extractos combinados se secan

sobre sulfato de magnesio, se filtran y se evaporan para dar una

/5%
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espuma blanca.
Rendimiento = 370 ing (67 3
HPLC (Método de LC quiral 3): Rt = 24.5 min. Esio correspondid con
el enantiémerc que eluye en segundo lugar cuande se compara con la
mezcla racémica (Rt = 15 min y 24.5 min)

Estereoquimica confirmada por la conversion en el
Compuestc Intermedio 3a por medic del Compuesto Intermedioc 9.

Compuesto Intermedio 9

CONH,
N

El Compuesto Intermedio 8 (0.%92 g, 2.11 mmol) se
disuelve en THF (10 ml) y se agrega 1,l-carbonil diimidazol (0.69
g, 4.22 mmol). Esta solucidn se deja agitar a TA durante 2 horas,
luego se agrega una solucién de amoniaco acuosa al 33 % (10 ml) vy
la mezcla se agita durante 30 minutos adicicnales. Despues de
este Ltiempo, se agrega el agua (25 ml) y el producto se extrae
con acetato de etilo. La fase orgénica se lava con agua (% 2},
luego con salmuera y se seca sobre sulfate de scdio anhidro. ELl
agente de secado se retira por filtracidn y la sclucidn se
svapora a sequedad produciende una espuma incolora.
Rendimiento: ©.84 g (93 %)
LC-MS (Método 2): Rt = 3.90 min, m/z = 435 [M+H]™

Esterecquimica confirmada por la conversidn en el

Compuesto Intermedio 3a.
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Compuesto Intermedic 10
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El Compuesto Intermedic 9 {(0.84 g, 1.922 mmol) se
disuelve en cloroformo. Se agrega una solucidn de bromo (0.48 g,
3.48 mmol) en cloroforme (2 ml) a la suspensidn agitada durante
10 minutos, vy luego la mezcla se deja agitar a TA durante 30
minutos. El solvente se remueve por evaporacidn bajo presion
reducida y el residuo se reparte entre acetato de etilo y una
solucion de carbonato de potasio acuosa al 10 %. La fase organica
se lava con agua, luego con salmuera y finalmente se seca sobre
sulfato de sodic anhidre. EL agente de secado se retira por
filtracién y el filtrado se evapora a sequedad.
Rendimiento: 0.93 g (%4 %)

LC-MS (Método 2): Rt = 3.61 min, m/z = 513/515 [M+H]"

Compuesto Intermedio 11

%ONH: CIZONH2
" NE
S e
A o
N T Y
O,T“ N
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[‘\’\:.-"1'1‘\.(’: F “]/.E\‘,’fj
Fr Fe

El Compuesto Intermedio 10 (0.%83 g, 1.81 mmol) se
disuelve en THEF (15 ml) y se agrega trietilamina (1.0 ml, 7.24
mmol), seguido por la bis-(3-aminiporpil)amina (0.25 ml, 1.81
mmol). La mezcla se deja reposar a TA durante 24 horas, luego el
solvente se remueve vy el residuo se purifica por cromatografia

utilizando un cartucho de Si de RediSep® y 0-15 % de amoniaco ZM
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en metanol/DCM como el eluyente. Las fraccliones apropiadas se
combinan para dar el producte requerido como una espuma palida.
Rendimiento: 420 g (50 %)

LC-MS (Método 2): Rt = 2.30 min, m/z = 932.34 [M+H]~

Compuesto (IA) y las sales 1-5

(i'ﬁN CN
(N (N
oo C\‘L )
s i R
T gy hH
P Tl H o
A N
A ol
Meétodo 1
A una sclucison del “ompuesto Intermedic 4 (54.0 g, 109

mmol) en THE (650 ml) se agregae trietilamina (43.7 ml, 436 mmol)
y la solucién se agita a 25 °C bajo nitrégeno. Se disuelve la
bis- (3-aminopropil)amina (14.3 g, 2.28 ml, 10% mmnol) en THE (50
ml) y se agrega a la solucidn en una porcidn. La mezcla se aglta
entonces a 25 °C durante 22 horas. La solucidn de le reaccidn se
reduce en el volumen hasta casi 1%0 ml y se reparte entre acetato
de etilc (1 1) y agua (500 ml). Las capas se separan y la capa
acuosa se vuelve a extraer con acetato de etile (200 ml). Las
capas organicas combinadas se lavan con agua (500 ml) y salmuera
(500 ml} y luego se secan sobre sulfato de sodioc. La solucidn se
filtra y el filtrado se evapora a sequedad produciendo 53.0 g de
una espuma palida. La espuma se disuelve en MeOH/EtOAc al 10 %
(500 ml) y se agrega una solucién de éacido 4-toluenosulfdnice
monchidratado (11.0 g, 58 mmol) en 10 % de MeOH/ELOAc {50 ml). La
solucién clara se agita durante 2 horas, tiempo durante el cual
lz sal de tosilato {Sal 1) se precipita como un sdlido cristalino
incoloro. Este se retira entonces por filtracidén, se lava bien
con MeOH/ELOARc al 10 2 y se seca a 3 mbar a 45 °C.

AN

Rendimiento = 37.35 g (34 %)
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ia sal (15 g) se recristaliza a partir de MeOH y el
producto cristalino blanco se filtra, se lava con MeOH fric en
una cantidad pequefia y se seca in vacuo a 45 °C.
Recuperacién = 10 g
po.f. = 188-180 °C
LC-MS (Método 3): Rt = 7.46 min, m/z = 896.39 [M+H]" y Rt = 3.26,
m/z = 171.10 [TsC]~
1H RMN (400 MHz, ds-DMSC} & = 1.59 (m, 4H), 2.96 (s, 3H), 2.65
(m, 4H), 23.09-3.27 (m, 4H), 3.78 (m, 4H), 5.55 (d, 2H), 7.06 (m,
2EY, 7.42 (m, 2H), 7.65-7.80 (m, &H), 7.92 (s amp., 2H), 7.96-
8.09 (m, 4H), 8.123 {(dd, 2H), 8.20 (d, 2H), 8.84 (d, 2H)
Rotacion optica {o]”". -58.3°

Estereoquimica cenfirmeda como (R,R) pox la estructura
del cristal por rayos X del Compuesto Intermedio 4.
Higroscopicidad
Desorcidn (cawbic en mase (-) - relf @ 25 °C y 80 % de RH) = 3.6
Analisis de DSC - Ajuste de la endotermia por fusidn unica a
aproximadamente 185 °C.
¥RPD {Sistema 1). Los ocho picos mayores {definidos como aquellos
que tienen las intensidades relativas mas elevadas) de la
configuracion de difraccién de XRPD que caracteriza la sal de 4-
metilbencencsulfonato cristalina del compuesto IA son, en grados
20: entre 6.15 y 6.25; entre 18.59 y 18.69; entre 17.59 y 17.69;
entre 12.30 y 12.40; entre 16.70 vy 16.80; entre 24.90 y 25.00;
entre 21.67 y 21.77:; y entre 13.55 y 13.653. En esta evaluacidn
los picos estuvieron en (grados 28) 6.20, 18.64, 17.64, 12.35,

16.75, 24.95, 21.72, y 13.60.
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El Compuesto Intermedio 11 (420 mg, 0.45 mmol) se
disuelve en DMEF (6 ml) y la solucidn se enfrie a 0-5 °C en un
hafio de hielo. E1 oxicloruro fosforoso (0.2 ml, 2.14 mmol) se
agrega por gotec y la solucién se deja que se agite a 0-5 °C
durante 15 minutos. Luego se vierte la solucidn en una mezcla de
hielo v agua y se deja que se caliente hasta TA. El pH se ajusta
a 8-9 con una solucidén de carbonato de potasio diluida y el
producto sélido se retira por filtracidn, se lava blen con agua y
se seca 1ih vacuo.

Rendimiento: 185 g (46 %)
LC-MS (Método 2}: Rt = 2.51 min, m/z = 896.53 [M+H]"

El producto de esta reaccldn (185 mg) se disuelve en
metanol/acetato de etilo al 10 . (2 ml) y se agrega el acido 4-
toluenosulfoénico (40 mg, 1.02 eguivalentes). La solucidn se agita
a TA toda la noche y la sal precipitada se retira por filtracidn,

o,

se lava con un poco de acetato de etilo/metanol al 10 Yy S& seca
in vecuo a 50 °C.
Rendimiento: 95 g (44 =)
LC-M5 (Método 4}: Rt = 3.56 min, m/z = 896.35
Rotacion optica [o) ™", -55.3°
Estereoguimica confirmada como (R, R) por la
comparacién con el compuesto IA preparado por el Método 1.
Sales 2-5

A una solucidén/suspensidn del acido (1.1 equivalentes) en el

solvente (0.5 ml) se agrega una solucién del compuesto IA (100 mg, 0.11

Y\



fwd
-t

mmol) en el mismo solvente (1 ml) con agitacién. Las mezclas se agitan
a TA toda la noche. La sal se filtra, se lava con una cantidad peguena

del solvente frio y se seca in vacuo.

Sal |Acido Solvente |Higroscopicidad®
> 2 |[Sulfurico MeOH 7.8
3 Bencenosulfdnico THF 5.6
4 2, 5-Dihidroxibenzoico |THFE 3.7
5 Fumarico MeCN 3.0
10 * Desorcién {(cambio en masa (%) - ref @80% RH)
Sal 2

1H RMN {400 MHz, d.-DMSC) & = 1.5% (m, 4H), 2.65 {m,
4H), 3.09-3.27 (m, 4KH), 3.78 {(m, 4H), 5.55 (d, 2H), 7.65-7.80 (m,
6H), 7.92 (s amp., 2H), 7.96-8.09 (m, 4H), 8.13 (dd, 2H}, 8.20
5 (d, 2H), 8.84 (d, 2H)
DSC - No se fundid antes de la descomposicidn a aproximadamente
240 °C.
¥RPD (Sistema 2) - Los ocho plcos mayores (definidos
como aquellos gue tienen las intensidades relativas mas elevadas)
20 de la configuracién de difraccion de XRPD gue caracteriza la sal
de sulfato de hidrogeno cristalina del compuesto IA son, en
grados 20: entre 6.38 y 6.48; entre 17.78 ¥ 17.88; entre 13.95 vy
14.0%; entre 19.36 vy 19.46; entre 17.29 y 17.39; entre 12.81 vy

12.91; entre 20.18 vy 20.28; y entre 22.03 y 22.13. En esta

I~J
n

evaluacion los picos estuvieron en (grados 28) 6.43, 17.83,

14.00, 19.41, 17.34, 12.86, 20.23, y 22.08.

1H RMN {400 MHz, di~DMSC} & = 1.59 (m, 4H}, 2.65 {(m, 4H),

3.09-2.27 (m, 4H), 3.78 (m, 4H), 5.55 (d, 2H), 7.23-7.30 (m, 3H),

30 7.52-7.57 (m, 2H), 7.65%-7.80 (m, 6H), 7.92 (s amp., 2H), 7.96-8.03 {(m,
\A\/\
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44), 8.12 (dd, 2H), 8.20 (d, 2H), ©.84 (d, 2K}
DSC -  Ajuste de la endotermia de una scla fusidén a
aproximadamente 160 °C

XRPD (Sistema 2) - Los ocho picos mayores (definidos
como aquellos que tienen las intensidades relativas mas elevadas)
de la configuracién de difraccidén de XRPD que caracteriza la sal
de bencenosulfonato cristalina del compuesto IA son, en grados
28: entre 6.23 y 6.33; entre 17.63 y 17.73; entre 21.65 y 21.75;
entre 17.01 y 17.11:; entre 18.94 y 19.04; entre 22.10 y 22.20;
entre 19.5%59 y 19.69; y entre 25.20 y 25.30. En esta evaluacidn

los picos estuvieron en (grados 20) 6.28, 17.68, 21.70, 17.06,

[\

18.99, 22.15, 19.64 y 22.25.

Sal 4

184 RMN {400 MHz, d.-DMSO} & = 1.39 (m, 4H), 2.65 (m, 4H),
3.09-3.27 (m, 4HY, 3.78 {(m, 4H), 5.55 (d, 2H), 6.43 (d, 1H), 6.59 (dd,
1H), 7.09 (d, 1H), 7.65-7.80 (m, &H), 7.92 (s amp., 2H), 7.96-5.09 (m,
4HY, B8.12 (dd, 2H}, 8.20 (d, 2H), 8.84 ({(d, Z2ZH)

DSC - Ajuste de la endotermia de una sola fusidn en
aproximadamente 178 ° C.

XRPD (Sistema 2) - Los ocho plcos mayores (definidos como
aguellos gue tienen las intensidades relativas mas elevadas) de la
configuracién de difraccién de XRPD que caracteriza la sal de 2Z,5-
dihidroxibenzoato cristalina del compussto IA son, en grados 28:
entre 22.70 y 22.80; entre 11.26 y 11.36; entre 16.46 y 16.256; entre
21.74 v 21.84; entre 23.16 y 23.26; entre 18.63 y 18.73; entre 16.96
y 17.06; vy entre 20.64 vy 20.74. En esta evaluacidén los picos
estuvieron en (grados 2@) 22.7%, 11.31, 16.51, 21.79, 23.21, 1B.68,
17.01 y 20.69.

Sal 5

1H RMN (400 MHz, d.-DMSO} & = 1.59 (m, 4H), 2.65 (m,

\A
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4H), 3.09-3.27 (m, 4H), 3.78 (m, 4H), 5.55 (d, 2H), 6.42 (s, 2ZH),
7.65-7.80 (m, 6M), 7.92 (s amp., 2H), 7.96-8.09 (m, 4H), B8.13
(dd, 2H), 8.20 (d, 2H), 8.84 (d, 2H)
DSC - Ajuste de la endotermia de fusidon danica/doble a
aproximadamente 176 °C.

¥RPD (Sistema 2} - Los ocho plces mayores (definidos como
aquellos que tienen las intensidades relativas mas elevadas) de la
configuracion de difraccidn de XRPD gue caracteriza la sal de
fumarato cristalina del compuesto IA son, en grados 20: entre 23.68 y
23.78; entre 22.51 y 22.61; entre 5.76 y 5.86; entre 11.75 y 11.85;
entre 10.10 y 10.20; entre 20.32 vy 20.42; entre 21.17 y 21.27; ¥y
entre 24.64 y 24.74. EBEn esta evaluacidén los picos estuvieron en
(grados 20) 23.73, 22.56, 5.81, 11.80, 10.15, 20.37, 21.22, 24.69.
B. Ensayos Bioldgicos

El compuesto del Ejemplo 18 de W02007/129060 tiene la

férmula estructural (I1).
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El  compuesto {(I1) difiere en la estructura del
compuesto (I} de la invencién en que los anillos de fenilo
sustituidos con ciano estédn presentes en (II) mientras que los
anillcs de piridilo sustituidos con cianc estan presentes en (I).

El compuesto (II} se prepara como en el Ejemplo 18 de
WO2007/129060 y se probd en compafila del compuesto (IA) de la

invencién en los siguientes ensayos. Ambos compuestos fueron

U~
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probados comc la base libre:

Ensayos de inhibicidn de la enzima

Utilizacidén del sustrato del péptido flucrescente

Los ensayos se efectuaron en placas de 96 cavidades en
un volumen de 100 pl. La concentracidn final de la enzima
(elastasa de los leucocitos humanos, Sigma E8140) fue de 0.00036
unidades/cavidad. Un sustratc del pépticdo (MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-
ValAMC, Calbicchem §324745) fue utilizado, a la concentraciodn
final de 100 pM. La concentracidn final de DMSO fue de 1 % en el
emortiguador de ensayo {0.05M Tris.HCl, pH 7.5, 0.1M NaCl; 0.1M
CaCl2; 0.0005 % brij-25).

La reaccidén enzimdtlice se empieza por la adicidn de la
enzima. La reaccién enzimdtica se efectta a TA y después de 30
minutos se detuvo por la adicidn de 50 pl del inhibidor de soya
tripsina (Sigma T-9003) a una concentracisén final de 50
pug/cavidad. La fluorescencia se leyd scobre el aparato FLEXstatien
{(Molecular Devices) utilizandeo filtros de excitacidn de 380 nm y
filtros de emision de 460 nm. La potencia de los compuestos se
determina a partir de una serie de concentracién de 10
concentraciones en el intervalo desde 1000 nM hasta 0.051 nM. Los
resultados son los promedios de dos ewuperimentos 1ndependientes,
cada unc efectuaron por duplicado.

Los resultados son los promediocs de dos experimentos
incependientes, cade uno se efectuaron por duplicado.

Los ICs; de los Compuestos (IA) y (II} en el ensayo
anterior fueron de 3.4 nM y 2.1 nM, respecltivamente.
HNE indujo hemorragia pulmonar &n la rata

La instilacién de la elastasa del neutrdfilo humano
(HNEZ) en el pulmén de la rata provoca dafio agudo del pulmdn. La

extensién de ésta lesién puede ser evaluada por la medicidn de la

WA



hemorragia pulmonar.
Las ratas de Sprague Dawley Macho (175-220 g) se
obtuvieron de Harlan UK Ltd., criados con barrera toal y

certificadas libres de los micro-organismos especlficados durante

N

la racepcion. Les animales se pesaron y se asignaron
aleatoriamente a los grupos de tratamiento (7-12 animales por
grupc) .

El vehiculo utilizado fue 1 % de DMSC/Salmuera. Los
inhibidores se disoclvieron en 1% de DMSO antes de la adicion de
10 salmuera al 0.9 %.

Los animales en cada estudio utilizados para determinar
la eficacie de los inhibidores de la elastasa se suministraron
localmente al pulmén por una variedad de rutas. Las ratas fueron

anestesiadas con Isoflurano anestésico inhalado (4%) cuando la

th

dosis Ffue proviste desde 30 minutos hasta 6 h previo a la
administracién de la eslastasa del neutrofilo humanc (HNE}) o se
anestesiaron termiralments con hypnorm:hypnovel:agua (1.5:1:2 a
2.7 ml/kg) cuando la predosis fue provista en menos de 30 minutos
previo a la administracién de HNE y se dosificaron ya s3e
20 intratraquealmente (i.t.) por administracidén transoral utilizando
un microrrociador Penn Century o intranasalmente (i.n.) por el
goteo del fluido en las narinas. Los animales recibieron ya sea
el vehiculo o el compuesto a un volumen de la dosis de 0.5 ml/kg.

Los animales a los que se les ha permitido recuperarse

25 después de la dosificacién fueron anestesiados terminalmente con
hypnorm:hypnovel:agua (1.5:1:2 a 2.7 ml/kg) . Una vez
suficientemente anestesiados, se administra la HNE (600
unidades/ml) o salmuesra estéril por instilacién  tragueal
transoral & un volumen de 100 pl utilizando un microrrociador de

30  Pen Century. Los animales se mantuvieron en una caja de

VR



L)

L)

temperatura contrclada vy se les dan dosls superiores del
anestésico gue las requeridas para asegurar la anestesia continua
hastz la terminacion.

Loes animales fueron sacrificados (0.5 ml a 1 ml de
pentobarbitona sdédica) una hora post-estimulacidn con HNE. La
trdquea fue expuesta y se hizo una incisidn pequena entre dos
anillos de la traquea permitiendo que una cédnula ({calibre 10,
0.D. 2-10 mm, Portex Ltd.) sea insertada a aproximadamente 2 c¢m
en la traquea hacia el pulmén. Esta fue asegurada en su lugar con
una ligadura de algoddn. Los pulmones fueron lavados entonces
(BAL) Lres veces con alicuotas de 4 ml de salmuera amortiguada
con fosfato  heparinlzada (PB3) {10 unidades/ml}). La BALF
resultante se mantiene sobre hielc hasta gque la misma fue
centrifugada.

La BALF se centrifugé a 1000 r.p.m. durante 10 minutos
en una maéquina centrifuga enfriada entre 4 y 10 °C. E1
sobrenadante fue desechado y las nelotillas de las celulas se
resuspendieron en 1 ml de ©CLETAB/PBS al 0.1 % para lisar la
células. Los lisados celulares se congelaron hasta gue se pudo
hacer el analisis espectrofotométrico para verificar el contenido
de sangre. Se preparan los estandares para fabricar soluciones de
la sangre enlera de la rata en CETAR/PBS al 0.1 5.

Una vez descongelados, 100 pl de cada suspensidn de las
células lisadas se colocaron en una cavidad separada de una placa

de fondo planc de 96 cavidades. Todas las muestras fueron

o

probadas por duplicado y 100 pl de CETAB/PBS al 0.1 se
incluyeron en la placa como una solucidn de ensayo en blanco. La
OD de los contenidos de cada cavidad se mididé a 415 nm utilizando

un aparato spectramax 250 (Mclecular devices).

Una curva estandar fue construida midiende la CD (a 415

AN
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nm) de diferentes concentraciones de sangre en 0.1 % de CETAB/PBS
(30, 10, 7, 3, 1, 0.3, 0.1 ul/mi).

La cantidad de sangre en cada muestra experimental se
calcula por la comparacién con la curva estandar. Los datos
fueron analizados como sigue:

1) La OD promedio para los duplicados fue calculada

2) El valor para la solucidn de ensayo en blanco se
restd del valor para todas las otras muestras

3) Los datos fueron analizadecs para evaluar la
ncrmalidad de la distribucidn.

Los compuestes (IR y (II} mostraron una reduccidn
estadisticamente significativa en la hemorragia del 95 % y B8
% respectivamente con relacilon al control cuandco se
administra a 100 pg/kg i.t, 6 horas previo a la HNE.

Comparacion de las vidas medias en el pulmén del compuestc de la

invencién vy el compuesto del Ejemplo 18 de WO2007/129060

Ensayo de PK

2l material de prueba se formula a 20 ug/mL en Tween
80 al 0.2 % en salmuera. Las soluciones fueron sonicadas vy
calentadas en un bhafo de hiele a 40 °C previo a la
dosificacién. Las ratas de Sprague-Dawley macho recibieron una
administracién intra-tragueal unica del material de prueba por
medio de una aguja dosificadora de Penn-Century al nivel de la
dosis nominal de 10 ug/kg. Después de la dosificacidn c¢inco
ratas de «cada grupo fuercn anestesiadas Lerminalmente con
pentobarbhitona de sodio a las 1, 2, 4, 8, 24, 72 vy %6 horas
para el compuesto (IR} (base libre) y 1, 4, 8, 24, 72. 96, 168,
264 vy 336 para el compuesto {II) (base libre) post-dosis. La
sangre fue muestreada a partir de la vena de la coles, después

de lo cual se abrié el pecho, ai animal se le extrajo la sangre
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por perfusién y los pulmones se removieron y Seé congelaron
rédpidamente. Después de la recoleccion las muestras de sangre
se centrifugaron (10000xg, 2 minutos a 4 °C). ELl plasma fue
removido y ambos se almacenaron congelados a -20 °C. Los
pulmones de la rata fueron homogeneizados en agua (sobre hielo)
para dar una relacion de 1 parte del pulmdébn : 2 partes de agua
(p/v). Una alicuota de 100 ulL de cada material homogéneo se
extrajo por la adicidén de 200 uL de acetonitrilo gue contiene
un estandar interno analitico. Después del mezclado en forma de
remolinc v la centrifugacién (10000xg, S5 minutos a 4 °C), una
alicuota de 100 ul fue combinada con 50 UL de agua en un vial
de LC de volumen bhajo. Las muestras se mezclaron completamente
y se evaluaron pars verilicar los compuestos de prueba por
LCMSMS contra una serie dea estandares de la curva de
calibracidn igualadas en la matriz, preparadas por el
enriquecimiento del material homogéneo del pulmén de la rata de
control y la extraccién de alicuotas de 1000 pL utilizando en
el método descrito pare las muestras anteriores.

El material de pruebhe fue analizado sobre un
espectrémetro de masa de triple cuadrupolo (AB Sciex API
3000} equipado con una bomba de LC y el automuestreador
(Reliance). El material de prueba fue detectado en el modo de
iones positivos de un aparate Turbo Ion Spray. La separacidn
analitica del material de prueba fue facilitada sobre una
columna analitica de 5 um €18 de fase 1inversa (Higgins
Clipeus, 50 = 3 mm) wutilizando una fase movil de acido
férmico al 0.5 %, agua y acetonitrilo a una velocidad de
flujo de 1 mL/min. Las condiciones iniclales consistieron de
0.5 % de adcido foéormico en 90 - de agua, 10 % de acetonitrilo

gue se mantuvieron durante 1 minuto previo al inicio de un

(J\
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gradiente lineal. El contenido de agua de la fase movil se
redujo a 10 % durante 2 minutos con un incremento
concomikbante en el acetonitrilo. Las condiciones £finales
fueron mantenidas durante 1 minute adicional antes de
regresar a las condiciones iniclales.

La t,;,» del pulmén terminal observada del compuesto
(IA) de la invencién fue de 37 h con un intervalo de confianza
del 80 % de 31-46 h. Esta fue significativamente mas breve que
el compuesto de comparacidn del Ejemplo 18 de W02007/129%060,
gue tuvo una ¢,,; del pulmén terminal de 94 h con intervalos de

coniianza del 80 % de 85-104 h.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto caracterizado porgue es de la fodrmula

(I} o una sal farmaceuticamente aceptable:

?N CN
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2. Un compuesto de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porgue la estereoconfiguracidn R-R mostrada en la

formula (IA) predomina sobre la configuracidn R-S y/o 5-5:
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3. Una composicién farmacéultica, adaptada para el

suministrc a los pulmones por inhalacidn, caracterizada por que
comprende un compuesto de conformidad con la reivindicacidn 1 o 2
¥ uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

4. E1 uso de un compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1 o la reivindicecidén 2 para el tratamiento por
inhalacién de, o para la manufactura de una composicidon inhalable
para el tratamiento de, la enfermedad pulmonar obsltructive
crénica, brongquitis cronica, fibrosis pulmonar, sindrome de
tensién respiratoria aguda, enfisema pulmonar, enfisema inducido

por fumar o fibrosis quistica. E;i}



5. Un método para el tratamiento de una enfermedad
seleccionada de la enfermedad pulmonar obstructivae crénica,
bronguitis croénica, fibrosis pulmonar, sindrome de tensidén
respiratoria aguda, enfisema pulmonar, enfisema inducide por
fumar o fibrosis quistica, en un sujeto que padece de tal
enfermedad, caracterizado porqgue comprende administrar al sujeto

por inhalacién pulmcnar una cantidad efectiva de un compuesto de

conformidad con la reivindicacidén @ o 2.

6\/\
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By fax with Federal Express confirmation
Dear Sirs,

RE: International patent appl. No. PCT/GB2010/050092

filed on 22 January 2010
in the name of PULMAGEN THERAPEUTICS (INFLAMMATION) LIMITED

The present applicants assigned their rights on the above case to:
(CHIEST FARMACEUTICI Sp.A?

Via Palermo, 26/A

43100 PARMA

Italy

of Italian nationality.

I kindly ask you to record this change according to Rule 92bis.

Further, [ hereby inform you that CHIESI FARMACEUTICI S.p.A. appointed me, the
undersigned, as their agent on the above case, Please find enclosed the relevant Power of Attorney.

Looking forward to receiving your confirmation in this respeet, I remain,

Yours faithfully,

BIANCHETTI BRACCO MINOJA
Fabrizio Minoja

Encl.: Power of Attorney

BIANCHETH BRACCO MINGIA sl Regisered Copol Ewo 100G Vo Na. 1T 022021720153

<4



Oficina Internacional de la OMPI
34, Chemin des Colombsties
1211 GINEBRA 20

Suiza

Milano
6 de Julio de 2011

Su ref:
SCB 1352 PCT/FM/cgr

Nuestra ref:
(a indicarse en la respuesta)

Por fax con la confirmacién de Federal Express

Estimadas Sefores.

RE: Solicitud de patente Internacional No. PCT/GB2010/050092
Presentada el 22 de enero de 2010.
A favor de PULMAGEN THERAPEUTICS {INFLAMMATION) LIMITED

Los presentes solicitantes cedieron sus derechos en el caso antes mencionado a:
CHIESI FARMACEUTICI S.p.A.

Via Palermo, 26/A

43100 PARMA

italia

De nacionalidad italiana

Les solicito atentamente que registren este cambio de conformidad con la Regla 92bis.

Ademas, por medio de la presente les confirmo que CHIESI FARMACEUTICI S.p.A. sefiala al
suscrito, como su representante en el caso antes mencionado. Anexo a este documento
encontraran el Poder notarial correspendiente.

Esperando recibir su confirmacién a este respecto:

Atentamente

BIANCHETTI BRACCO MINOJA
Fabrizio Minoja

Anexo: Poder notarial
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Completa

PATENTE [yNVENcrON PCT ODELO DE UTILIDAD PCT [__| Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica
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Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptiva,

reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes
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ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art, 92 Decisién 486/00)
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Doctor{a)

RODRIGUEZ D' ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
CHIES| FARMACEUTICI 5.P.A,

REFERENCIA Radicacion No. 11 095069
Solicitud internacional PCT/GB2010/050092
Fecha inicio fase nacional 30/08/2011

Tramite 1M
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. | E...l 9072

Como resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes {(PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. Con respecto al resumen y de conformidad con io dispuesto en el articulo 31 D. 486 en el cual se establece
que el resumen consiste en una sintesis de la divulgacién técnica contenida en la solicitud de patente, debe
adecuar el resumen a los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que el extracto permitira precisar el
objeto de la invencién, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacion.

2. L.a solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédige de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaracicnes se determinara segun indiquen claramente una
cesidon de derechos del inventor al solicitante © su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del termino
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacién,

Continua en la pagina siguiente...
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal &), del capitulo quinto del titulo
primere de la Circular Unica No.10 de 2001.

=g

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

23 SET 20m
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