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2-TIOPIRIMIDINONAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a inhibidores de mieloperoxidasa, a
composiciones farmaceéuticas que contienen estos inhibidores y al uso de estos
inhibidores para el tratamiento, por ejemplo, de afecciones cardiovasculares, que
incluyen el sindrome coronario agudo.

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima que contiene un grupo hemo, que
pertenece a la superfamilia de peroxidasa. Los ejemplos de peroxidasas animales son
lactoperoxidasa, peroxidasa tiroidea (TPO), peroxidasa eosinofilica y mieloperoxidasa.
La mieloperoxidasa esta presente en los granulos primarios de los neutrdfilos y, en
menor medida, en los monocitos. Cataliza la sintesis del acido hipocloroso de peréxido
de hidrégeno y cloruro. El acido hipocloroso formado es un oxidante potente que
reacciona con varios sustratos celulares, que incluyen hemoproteinas, porfirinas, tioles,
centros de hierro y azufre, nucleétidos, ADN, lipidos insaturados, aminas y aminoacidos.

Ademas, se descubrié que las reacciones catalizadas por MPO y sus productos
exhiben actividad biolégica proaterogénica durante el desarrollo de la ateroesclerosis y
de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, el contenido de mieloperoxidasa en
plasma se correlaciona con la aparicidn de trastornos cardiovasculares en pacientes que
padecen angina de pecho inestable. Se ha informado que la mieloperoxidasa contribuye
al desarrollo de la ateroesclerosis mediante la oxidacion de lipidos y proteinas en LDL y
HDL.

Ademas, se ha observado que los oxidantes generados por MPO reducen la
biodisponibilidad de 6xido nitrico, un vasodilatador importante. En consecuencia, los
altos niveles de MPO en plasma se correlacionan inversamente con el éxito de la terapia
para establecer la revascularizacion de las arterias obstruidas. Los altos niveles de MPO
también estan asociados a una disminucion de la supervivencia de la insuficiencia
cardiaca congestiva. Ademas, se demostréo que la MPO cumple una funcioén en la
desestabilizacion de las placas, que deriva en la ruptura de las placas y en el infarto de
miocardio.

Por lo tanto, se considera que la MPO cumple una funcioén en varios procesos
que derivan en enfermedades cardiovasculares, que incluyen 1) la disminucion del
trafico de colesterol y la progresion de la placa de ateroma hacia un estadio inestable,
2) la desestabilizacion de la placa de ateroma y la ruptura de la placa, 3) el consumo de



oxido nitrico que deriva en la disminucion de la funcion endotelial y del flujo sanguineo,
y 4) el dafo del tejido patolégico posterior a la isquemia, lo que contribuye a la fibrilacion
auricular y reestructuracion cardiaca adversa; y la hipertrofia del ventriculo izquierdo
produce insuficiencia cardiaca congestiva, aneurisma aértico y aneurisma cerebral. Se
plantea que, como tales, los inhibidores de la actividad de MPO ofrecen beneficios
terapéuticos importantes para la prevencién y el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.

La patente WO 2013/068875 relacionada cominmente asignada publicada el 16
de mayo de 2013 divulga una serie de 2-tiopirimidinonas utiles como inhibidores de MPO

que incluyen el compuesto inhibidor del Ejemplo 427.

o
OH
HN o
s HN
NH, Cl

Ejemplo 427

Otras patentes también relacionadas son la patente estadounidense N.°
8.835.449 comunmente asignada, otorgada el 16 de septiembre de 2014 y publicada
por primera vez como US 2013123230 el 16 de mayo de 2013, que divulga 2-(6-(5-cloro-
2-metoxifenil)-4-oxo-2-tioxo-3,4-dihidropirimidin-1(2H)-il)acetamida (Ejemplo 1) y la
patente estadounidense comunmente asignada N.° 8.884.314, otorgada el 2 de mayo
de 2013 y publicada por primera vez como US201313296351 el 7 de noviembre de 2013,
que divulga N-(2-aminoetil)-2-[6-(2,4-dimetoxifenil)-4-oxo-2-tioxo-3,4-dihidropirimidin-
1(2H)-ilJacetamida (Ejemplo 241).

No obstante, si bien MPO ha participado en gran medida en la etiologia y la
progresion de la enfermedad cardiovascular, aun existe la necesidad de hallar
inhibidores de MPO mejorados. En consecuencia, aun es necesario hallar agentes
farmacéuticos que tengan actividad inhibidora de mieloperoxidasa y sean utiles para el
tratamiento, la prevencion o la disminucién de las manifestaciones de las enfermedades
descritas en la presente.

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un compuesto de la Formula |
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o una sal de este aceptable desde el punto de vista farmacéutico.

Un aspecto especialmente preferido de la presente invencion es la sal de
clorhidrato del compuesto de la Férmula I.

Otro aspecto preferido de la presente invencion es el compuesto 1-(2-aminoetil)-
6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-2-tioxo-2,3-dihidropirimidin-4(1H)-ona (Compuesto A).

La presente invencion también se refiere a un método para tratar afecciones y
eventos cardiovasculares, que comprende administrar a un mamifero que necesita el
tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la Férmula |, o una
sal aceptable desde el punto de vista farmacéutico de dicho compuesto, en donde la
afeccién o el evento cardiovascular es insuficiencia cardiaca congestiva, arteriopatia
periférica, hipertension pulmonar, vasculitis, infarto de miocardio primario o secundario,
isquemia, lesién por isquemia-revascularizacion, fibrilacién auricular, angina inestable,
enfermedad de la arteria coronaria, apoplejia o cirugia de injerto de bypass coronario
(CABG).

La presente invencion también se refiere a un método para tratar una afeccion,
que comprende administrar a un mamifero que necesita el tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la Férmula | o una sal aceptable desde el
punto de vista farmacéutico de dicho compuesto, en donde la afeccién es diabetes,
insuficiencia renal, didlisis, retraso de la funcién del injerto, rechazo del érgano
trasplantado o nefropatia provocada por agentes de contraste.

En la presente también se proveen composiciones que comprenden una
cantidad eficaz desde el punto de vista farmacéutico del compuesto de la Férmula |
descrito en la presente y un portador, vehiculo o diluyente aceptables desde el punto de
vista farmacéutico.

La presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas
combinadas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
que comprende:

un primer compuesto, en donde ese primer compuesto es un compuesto de la

Férmula I, o una sal aceptable desde el punto de vista farmacéutico de dicho compuesto;
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un segundo compuesto, en donde dicho segundo compuesto es un inhibidor de
la enzima conversora de angiotensina, un inhibidor de HMG-CoA reductasa, un inhibidor
de neprilisina, un agente antiinflamatorio no esteroide, un inhibidor del Factor Xa o
warfarina; y/u opcionalmente

un portador, vehiculo o diluyente farmacéuticos.

Todas las patentes y solicitudes de patentes a las que se hace referencia en la
presente se incorporan por referencia en la presente.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran evidentes luego
de analizar esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas que describen la
invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un patron de difraccion de rayos X en polvo caracteristico que
muestra una forma cristalina del Ejemplo 1; Preparacion 5 (eje vertical: intensidad
(CPS); eje horizontal: dos zetas (grados)).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las afecciones cardiovasculares preferidas incluyen insuficiencia cardiaca,
insuficiencia cardiaca congestiva, fibrilacion auricular, arteriopatia periférica,
hipertension pulmonar, arteriopatia coronaria o vasculitis.

Otras afecciones cardiovasculares preferidas incluyen angina inestable o un
paciente que experiment6 un infarto de miocardio, ademas de apoplejia isquémica o
hemorragica.

Como se usa en la presente, la expresion compuesto de la Férmula | se refiere
al compuesto de la Férmula | y también incluye las sales, los polimorfos, los isémeros,
los tautémeros, los zwitteriones, los complejos, los is6topos y similares, que se
describen a continuacion.

Las sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico del compuesto de la
Férmula | incluyen sales de adicion acida y basica de estos. Se prefieren las sales acidas
del compuesto de la Férmula I. Las sales de adicion acida adecuadas se forman de
acidos que forman sales no toxicas. Los ejemplos incluyen las sales de acetato, adipato,
aspartato, benzoato, besilato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, borato,
camsilato, citrato, ciclamato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, gluceptato, gluconato,
glucuronato, hexafluorofosfato, hibenzato, clorhidrato/cloruro, bromhidrato/bromuro,
yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, malato, maleato, malonato, mesilato, metilsulfato,
naftilato, 2-napsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato, pamoato,
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fosfato/fosfato de hidrogeno/fosfato de dihidrégeno, piroglutamato, sacarato, estearato,
succinato, tanato, tartrato, tosilato, trifluoroacetato y xinofoato.

Las sales basicas adecuadas se forman de bases que forman sales no toxicas.
Si bien no se prefieren las sales basicas, los ejemplos de sales basicas incluyen las
sales de aluminio, arginina, calcio, colina, dietilamina, glicina, lisina, magnesio,
meglumina, olamina, potasio, sodio, trimetilamina y zinc. También se pueden formar
hemisales de acidos y bases, por ejemplo, sales de hemisulfato y hemicalcio. Para
obtener una resefia de sales adecuadas, véase Handbook of Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection, and Use, de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, 2002).

El compuesto de la Férmula | puede existir en formas no solvatadas y solvatadas.

El término 'solvato’' se usa en la presente para describir un complejo molecular que
comprende el compuesto de la invencién y una o mas moléculas de solvente aceptables
desde el punto de vista farmacéutico, por ejemplo, etanol y/o agua. Las moléculas de
solvente son las que se usan habitualmente en el ambito farmacéutico, que se sabe son
inocuas para el receptor, por ejemplo, agua, etanol y similares. Se pueden usar otros
solventes como solvatos intermediarios para la preparacion de solvatos mas deseables,
tales como metanol, metil t-butil éter, acetato de etilo, acetato de metilo, (S)-
propilenglicol, (R)-propilenglicol, 1,4-butin-diol y similares. El término "hidrato" se usa
cuando el solvente es agua. Los solvatos aceptables desde el punto de vista
farmaceéutico incluyen hidratos (por ejemplo, polihidratos, monohidratos) y otros solvatos
en donde el solvente de cristalizacion se puede sustituir isotépicamente, por ejemplo,
D,0, de-acetona, ds-DMSO. Preferentemente, los solvatos y/o hidratos existen en forma
cristalina.

Dentro del alcance del compuesto de la Férmula | se incluyen complejos, tales
como clatratos, complejos de inclusidon de farmaco-huésped, en donde, a diferencia de
los solvatos antes mencionados, el farmaco y el huésped estan presentes en cantidades
estequiométricas o no estequiométricas. También se incluyen complejos del farmaco
gue contienen dos 0 mas componentes organicos y/o inorganicos, que pueden estar en
cantidades estequiométricas o no estequiométricas. Los complejos resultantes pueden
ser ionizados, parcialmente ionizados o no ionizados. Para obtener una resefia de esos
complejos, véase J Pharm Sci, 64 (8), 1269-1288, de Haleblian (agosto de 1975).

Cuando el compuesto contiene, por ejemplo, un grupo ceto o tiocarbonilo o una
porcion aromatica, se produce el isomerismo tautomérico (‘tautomerismo’). Por lo tanto,
un solo compuesto puede exhibir mas de un tipo de isomerismo. Por ejemplo, a

continuacion, se ilustran tautomeros de los compuestos de la Férmula 1.

5



Tautdémeros de tiouracilo

0, — h n

2

tautomero
mas
predominante

Dentro del alcance del compuesto de la Férmula | se incluyen todas las formas
tautoméricas del compuesto de la Férmula I, que incluyen compuestos que exhiben mas
de un tipo de isomerismo, y mezclas de uno o mas de estos. También se incluyen sales
de adicién acida o basica, en donde el contraion es 6pticamente activo, por ejemplo, D-
lactato o L-lisina, o racémico, por ejemplo, DL-tartrato o DI-arginina.

La presente invencion incluye todos los compuestos de la Férmula | etiquetados
de manera isotopica aceptables desde el punto de vista farmacéutico en donde uno o
mas atomos se reemplazan por atomos que tienen el mismo nimero atémico, pero una
masa atémica o numero de masa diferente de la masa atdbmica o nimero de masa
atémica que se encuentra habitualmente en la naturaleza.

Los ejemplos de is6topos adecuados para la inclusion en los compuestos de la
invencion incluyen isotopos de hidrogeno, tales como ?H y 3H, de carbono, tales como
"C, 3C y C, de cloro, tales como 3¢Cl, de fltor, tales como '®F, de yodo, tales como
23] ¢ 2], de nitrogeno, tales como 3N y "®N, de oxigeno, tales como "°0O, 7O y "®0, de
fosforo, tales como 32P, y de azufre, tales como 3°S.

Determinados compuestos de la Férmula | etiquetados de manera isotépica, por
ejemplo, aquellos que incorporan un isétopo radiactivo, son utiles en estudios de
distribucion de tejido en sustratos y/o farmacos. Los isétopos radiactivos tritio, es decir,
3H, y carbono-14, es decir, "*C, son particularmente Utiles para esta finalidad debido a
su sencilla incorporacion y medio de deteccion.

La sustitucion con isétopos mas pesados, tales como deuterio, es decir, ?H,
puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas que son el resultado de una mayor
estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor semivida in vivo o menos requisitos de
dosificacion y, por ello, se pueden preferir en algunas circunstancias.

La sustitucion con is6topos emisores de positrones, tales como ''C, 8F, 50 y
BN, puede ser util en estudios de tomografia por emision de positrones (PET) para
evaluar la ocupacion del receptor de sustrato.

Un compuesto de la Formula | etiquetado de manera isotdpica se puede preparar
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mediante técnicas convencionales conocidas por las personas del oficio de nivel medio
o mediante procesos analogos a los descritos en los Ejemplos y Preparaciones adjuntas
mediante el uso de reactivos adecuados etiquetados de manera isotépica en lugar de
los reactivos no etiquetados que se usaron previamente. Las referencias en la presente
a "tratar", "tratado", “tratamiento” y similares incluyen tratamiento curativo, paliativo y
profilactico.

Como se usan en la presente, las expresiones "solvente inerte a la reaccion” y
"solvente inerte" se refieren a un solvente o una mezcla de estos que no interactia con
los materiales de inicio, reactivos, intermediarios o productos de manera que perjudique
el rendimiento del producto deseado.

La expresion "aceptable desde el punto de vista farmacéutico" significa que el
portador, vehiculo, diluyente y/o sal deben ser compatibles con los otros ingredientes de
la formulacién y no perjudiciales para el receptor.

Como se usa en la presente, la expresion “cantidad farmacéuticamente eficaz”
se refiere a una cantidad del compuesto de la Formula | (o un agente de combinacion o
un compuesto de la Férmula | combinado con un agente de combinacion) suficiente para
tratar, evitar la aparicion, retrasar o disminuir los sintomas y las manifestaciones
fisiologicas de las indicaciones descritas en la presente.

La expresién “temperatura ambiente” significa una temperatura de 18 a 25 °C;
“HPLC” se refiere a cromatografia de liquidos de alta presion; “MPLC” se refiere a
cromatografia de liquidos de presion media; “TLC” se refiere a cromatografia de capa
delgada; “MS” se refiere a espectro de masa, espectroscopia de masa o espectrometria
de masa; “RMN” se refiere a espectroscopia de resonancia magnética nuclear; “DCM”
se refiere a diclorometano; “DMSQO” se refiere a sulfoxido de dimetilo; “DME” se refiere
a dimetoxietano; "EtOACc” se refiere a acetato de etilo; “MeOH” se refiere a metanol; “Ph”
se refiere al grupo fenilo; "Pr” se refiere a propilo; “tritilo” se refiere al grupo trifenilmetilo;
“ACN” se refiere a acetonitrilo; “DEAD” se refiere a dietilazodicarboxilato; y “DIAD” se
refiere a diisopropilazodicarboxilato.

Los materiales de inicio y los reactivos para el compuesto de la Formula | antes
descritos también estan facilmente disponibles, o las personas del oficio de nivel medio
los pueden sintetizar con facilidad mediante los métodos convencionales de sintesis
organica. Por ejemplo, varios de los compuestos que se usan en la presente se refieren
o derivan de compuestos en los que hay un gran interés cientifico y necesidad comercial
y, en consecuencia, varios de esos compuestos estan disponibles en el comercio o se

informan en la literatura o se pueden preparar facilmente de otras sustancias disponibles
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mediante métodos que se informan en la literatura.

Los isémeros cis/trans se pueden separar mediante técnicas convencionales
conocidas por las personas del oficio de nivel medio, por ejemplo, cromatografia y
cristalizacion fraccional.

Las sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico del compuesto de la
Foérmula | se pueden preparar mediante uno o mas de tres métodos de ejemplo:

(i) haciendo reaccionar el compuesto de la Formula | con el acido o la base
deseados;

(ii) retirando un grupo protector labil al acido o a la base de un precursor adecuado
del compuesto de la Formula I, por ejemplo, tratando un O-ter-butilcarbamato
con acido, o abriendo el anillo de un precursor ciclico adecuado, por ejemplo,
una lactona o lactama, mediante el uso del 4cido o de la base adecuados; o

(iii) convirtiendo una sal del compuesto de la Férmula | en otra mediante la reaccion
con un acido o una base adecuados o mediante una columna de intercambio

idnico adecuada.

En general, las tres reacciones se realizan en solucion. La sal resultante puede
precipitar y recolectarse mediante filtracion o puede recuperarse mediante la
evaporacion del solvente. El grado de ionizacion de la sal resultante puede variar de
totalmente ionizada a casi no ionizada.

Se proporcionan determinados procesos para la fabricacién del compuesto de la
presente invencidn como caracteristicas adicionales de la invencion y se describen en
la seccion experimental.

El compuesto de la Formula | también se puede usar junto con otros agentes
farmacéuticos (por ejemplo, agentes antiateroescleréticos y antitromboticos) para el
tratamiento de las enfermedades/afecciones descritas en la presente.

AGENTES DE COMBINACION

El compuesto de la Férmula | se puede administrar solo o en combinacion con
uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Las expresiones "administrado en
combinacion” o "tratamiento conjunto” se refieren a que un compuesto de la presente
invencidon y uno o mas agentes terapéuticos adicionales se administran en forma
concurrente al mamifero que recibe tratamiento. Cuando se administran en
combinacion, cada componente se puede administrar al mismo momento o en forma
secuencial en cualquier orden, en diferentes puntos temporales. Por ello, cada

componente se puede administrar por separado, pero lo suficientemente cerca en el
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tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico deseado. Por ello, los métodos de
prevencion y tratamiento descritos en la presente incluyen el uso de agentes de
combinacion.

Los agentes de combinacion se administran a un mamifero en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a
una cantidad de un compuesto de la presente invencion que, cuando se administra solo
o0 en combinacién con un agente terapéutico adicional a un mamifero, es eficaz para
tratar la enfermedad/afeccion deseadas, por ejemplo, una afeccion cardiovascular, tal
como sindrome coronario agudo.

Los agentes terapéuticos adicionales incluyen agentes anticoagulantes o
inhibidores de la coagulacion, agentes antiplaquetarios o inhibidores de plaquetas,
inhibidores de trombina, tromboliticos o fibrinoliticos, antiarritmicos, antihipertensores,
bloqueadores del canal de calcio (tipo L y tipo T), glucésidos cardiacos, diruéticos,
antagonistas del receptor de mineralocorticoides, agentes de donacion de NO, tales
como organonitratos, agentes promotores de NO, tales como inhibidores de
fosfodiesterasa, hipocolesterolemiantes/hipolipemiantes y tratamientos del perfil lipidico,
antidiabéticos, antidepresivos, antiinflamatorios (esteroideos y no esteroideos),
antiosteoporoticos, tratamientos de reemplazo hormonal, anticonceptivos orales,
agentes contra la obesidad, ansioliticos, antiproliferativos, antitumorales, agentes contra
Ulceras y contra la enfermedad de reflujo gastroesofagico, hormona del crecimiento y/o
secretagogos de la hormona del crecimiento, miméticos de la tiroides (que incluye el
agonista del receptor de la hormona tiroides), antitiroideos, antiinfecciosos, antivirales,
antibacterianos y antifungicos.

Se incluyen los agentes que se usan en el ambito de la unidad de cuidados
intensivos (ICU), por ejemplo, dobutamina, dopamina, epinefrina, nitroglicerina,
nitroprusiato, etc.

Se incluyen agentes de combinacion utiles para el tratamiento de la vasculitis,
por ejemplo, azatioprina, ciclofosfamida, micofenolato, mofetil, rituximab, etc.

En otra forma de realizacion, la presente invencion provee una combinacion en
donde el segundo agente es al menos un agente seleccionado de un inhibidor del factor
Xa, un anticoagulante, un antiplaquetario, un inhibidor de trombina, un trombolitico y un
fibrinolitico.

Los inhibidores del factor Xa de ejemplo incluyen apixaban y rivaroxaban.

Los ejemplos de anticoagulantes adecuados para usar en combinacion con los
compuestos de la presente invencion incluyen heparinas (por ejemplo, heparinas sin
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fraccionar y de bajo peso molecular, tales como enoxaparina y dalteparina).

En otra forma de realizacion preferida, el segundo agente es al menos un agente
seleccionado de warfarina, heparina sin fraccionar, heparina de bajo peso molecular,
pentasacaridos sintéticos, hirudina, argatrobanas, aspirina, ibuprofeno, naproxen,
sulindac, indometacina, mefenamato, droxicam, diclofenac, sulfinpirazona, piroxicam,
ticlopidina, clopidogrel, tirofiban, eptifibatide, abciximab, melagatran, disulfatohirudina,
activador del plasminégeno tisular, activador del plasminégeno tisular modificado,
anistreplasa, uroquinasa y estreptoquinasa.

Un segundo agente preferido es al menos un agente antiplaquetario. Los agentes
antiplaquetarios de especial preferencia son aspirina y clopidogrel.

Como se usa en la presente, "agentes antiplaquetarios" (o agentes inhibidores
de plaquetas) se refiere a agentes que inhiben la funcion plaquetaria, por ejemplo,
inhibiendo la agregacién, adhesion o secrecidén granular de las plaquetas. Los agentes
incluyen, entre otros, los distintos agentes antiinflamatorios no esteroideos conocidos
(NSAID), tales como aspirina, ibuprofeno, naproxen, sulindac, indometacina,
mefenamato, droxicam, diclofenac, sulfinpirazona, piroxicam, y sales o profarmacos de
estos aceptables desde el punto de vista farmacéutico.- De los NSAID, se prefieren la
aspirina (acido acetilsalicilico o ASA) y los inhibidores de COX-2, tales como
CELEBREX o piroxicam. Otros agentes inhibidores de plaquetas adecuados incluyen
antagonistas llb/llla (por ejemplo, tirofiban, eptifibatida y abciximab), antagonistas del
receptor de tromboxano-A2 (por ejemplo, ifetroban), inhibidores de tromboxano-A2
sintetasa, inhibidores de PDE-III (por ejemplo, Pletal, dipiridamol), y sales o profarmacos
de estos aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

Como se usa en la presente, la expresion "agentes antiplaquetarios" (o agentes
inhibidores de plaquetas) también incluye antagonistas del receptor de ADP (difosfato
de adenosina), preferentemente, los antagonistas de receptores purinérgicos P2Y1 y
P2Y12; P2Y12 es de mayor preferencia. Los antagonistas del receptor P2Y12 preferidos
incluyen ticagrelor, prasugrel, ticlopidina y clopidogrel, incluso las sales o los
profarmacos de estos aceptables desde el punto de vista farmaceéutico. Clopidogrel es
un agente de mayor preferencia. También se prefieren los compuestos ticlopidina y
clopidogrel, debido a que no producen dafios en el tubo gastrointestinal.

Como se usa en la presente, la expresion "inhibidores de trombina" (o agentes
contra la trombina) se refiere a inhibidores de la trombina serina proteasa. Mediante la
inhibicion de la trombina, se interrumpen varios procesos mediados por trombina, tales

como la activacion de plaquetas mediada por trombina (es decir, por ejemplo, la
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agregacion de plaquetas y/o la secrecion granular del inhibidor del activador de
plasminégeno 1 y/o serotonina) y/o la formacion de fibrina.-- Las personas del oficio de
nivel medio conocen varios inhibidores de trombina, y se contempla el uso de estos
inhibidores en combinacién con los compuestos de la presente. Estos inhibidores
incluyen, entre otros, derivados de boroarginina, boropéptidos, heparinas, hirudina,
argatroban y melagatran, incluso las sales y los profarmacos de estos aceptables desde
el punto de vista farmacéutico. Los derivados de boroarginina y boropéptidos incluyen
derivados de péptidos y N-acetilo del acido borénico, tales como derivados del acido
alfa-aminoboronico del terminal C de lisina, ornitina, arginina, homoarginina y analogos
de isotiouronio correspondientes. Como se usa en la presente, el término "hirudina"
incluye derivados o analogos adecuados de hirudina, denominados en la presente
hirulogos, tales como disulfatohirudina. Como se usa en la presente, la expresion
"agentes tromboliticos o fibrinoliticos" (o tromboliticos o fibrinoliticos) se refiere a
agentes que lisan los coagulos sanguineos (trombos). Tales agentes incluyen el
activador de plasmindgeno tisular (natural o recombinante) y formas modificadas de
este, anistreplasa, uroquinasa, estreptoquinasa, tenecteplasa (TNK), lanoteplasa (nPA),
inhibidores del factor Vlla, inhibidores de PAI-1 (es decir, inactivadores de inhibidores
del activador de plasmindgeno tisular), inhibidores de alfa 2-antiplasmina y complejo
activador de plasmindgeno/estreptoquinasa anisoilado, que incluyen las sales y los
profarmacos de estos aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Como se usa en
la presente, el término ‘"anistreplasa" se refiere al complejo activador
plasmindgeno/estreptoquinasa anisoilado, como se describe, por ejemplo, en EP
028.489, cuya descripcion se incorpora en la presente como referencia. Como se usa
en la presente, el término "uroquinasa" se refiere a la uroquinasa bicatenaria y
monocatenaria, la Ultima también se refiere en la presente como prouroquinasa.

Los ejemplos de agentes antiarritmicos adecuados incluyen: Agentes de Clase |
(tales como propafenona); agentes de Clase Il (tales como metoprolol, atenolol,
carvedilol y propranolol); agentes de Clase Il (tales como sotalol, dofetilida, amiodarona,
azimilida e ibutilida); agentes de Clase IV (tales como diltiazem y verapamil); abridores
de canales de K+, tales como inhibidores de IAch e inhibidores de IKur (por ejemplo,
compuestos como los descritos en WO01/40231).

El compuesto de la Formula | se puede usar en combinacién con
antihipertensores, y la actividad contra la hipertension puede ser determinada con
facilidad por las personas del oficio de nivel medio de acuerdo con ensayos estandares
(por ejemplo, mediciones de presion sanguinea). Los ejemplos de agentes
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antihipertensores adecuados incluyen bloqueadores alfa adrenérgicos; bloqueadores
beta adrenérgicos; bloqueadores del canal de calcio (por ejemplo, diltiazem, verapamil,
nifedipina y amlodipina); vasodilatadores (por ejemplo, hidralazina), diuréticos (por
ejempilo, clorotiazida, hidroclorotiazida, flumetiazida, hidroflumetiazida,
bendroflumetiazida, metilclorotiazida, triclorometiazida, politiazida, benztiazida, acido
etacrinico, tricrynafen, clortalidona, torsemida, furosemida, musolimina, bumetanida,
triamteneno, amilorida, espironolactona); inhibidores de renina; inhibidores de ACE (por
ejemplo, captopril, zofenopril, fosinopril, enalapril, ceranopril, cilazopril, delapril,
pentopril, quinapril, ramipril, lisinopril); antagonistas del receptor AT-1 (por ejemplo,
losartan, irbesartan, valsartan); antagonistas del receptor ET (por ejemplo, sitaxsentan,
atrsentan y los compuestos descritos en las patentes estadounidenses N.*¢ 5.612.359 y
6.043.265); antagonista de ET/AIll dual (por ejemplo, los compuestos descritos en WO
00/01389); inhibidores de endopeptidasa neutra (NEP); inhibidores de vasopepsidasa
(inhibidores de NEP-ACE duales) (por ejemplo, gemopatrilat y nitratos). Un ejemplo de
agente antianginoso es ivabradina.

Los ejemplos de bloqueadores del canal de calcio adecuados (tipo L o tipo T)
incluyen diltiazem, verapamil, nifedipina, amlodipina y mybefradil.

Los ejemplos de glucosidos cardiacos adecuados incluyen digitalis y ouabain.

En una forma de realizacién, un compuesto de la Formula | se puede
coadministrar con uno o mas diuréticos. Los ejemplos de diuréticos adecuados incluyen
(a) diuréticos de bucle, tales como furosemida (tal como LASIX™), torsemida (tal como
DEMADEX™), bemetanida (tal como BUMEX™) y acido etacrinico (tal como
EDECRIN™); (b) diuréticos tipo tiazida, tales como clorotiazida (tales como DIURIL™,
ESIDRIX™ o hidroDIURIL™), hidroclorotiazida (tales como MICROZIDE™ u
ORETIC™), benztiazida, hidroflumetiazida (tal como SALURON ™), bendroflumetiazida,
meticlortiazida, politiazida, triclormetiazida e indapamida (tal como LOZOL™); (c)
diuréticos tipo ftalimidina, tales como clortalidona (tal como HYGROTON™) vy
metolazona (tal como ZAROXOLYN™); (d) diuréticos tipo quinazolina, tales como
quinetazona; y (e) diuréticos moderadores de potasio, tales como triamtereno (tal como
DYRENIUM™) y amilérida (tales como MIDAMOR™ o MODURETIC™).

En otra forma de realizacion, un compuesto de la Formula | se puede
coadministrar con un diurético de bucle. Aun en otra forma de realizacion, el diurético
de bucle se selecciona de furosemida y torsemida. Aun en otra forma de realizacion, un
compuesto de la Féormula | se puede coadministrar con furosemida. Aun en otra forma

de realizacion, un compuesto de la Formula | se puede coadministrar con torsemida que,
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opcionalmente, puede ser una forma de liberacion controlada o modificada de
torsemida.

En otra forma de realizacion, un compuesto de la Formula | se puede
coadministrar con un diurético tipo tiazida. Aun en otra forma de realizacion, el diurético
tipo tiazida se selecciona del grupo que consiste en clorotiazida e hidroclorotiazida. Aun
en otra forma de realizacion, un compuesto de la Férmula | se puede coadministrar con
clorotiazida. Aun en otra forma de realizacion, un compuesto de la Férmula | se puede
coadministrar con hidroclorotiazida.

En otra forma de realizacion, un compuesto de la Formula | se puede
coadministrar con un diurético tipo ftalimidina. Aun en otra forma de realizacion, el
diurético tipo ftalimidina es clortalidona.

Los ejemplos de combinaciones adecuadas de antagonistas del receptor de
mineralocorticoide incluyen esprionolactona y eplerenona.

Los ejemplos de combinaciones adecuadas de inhibidores de fosfodiesterasa
incluyen: inhibidores de PDE Il (tales como cilostazol); e inhibidores de PDE V (tales
como sildenafil).

Los compuestos de la presente invencion se pueden usar en combinacion con
agentes moduladores del colesterol (que incluyen hipocolesterolemiantes), tales como
un inhibidor de lipasa, un inhibidor de HMG-CoA reductasa, un inhibidor de HMG-CoA
sintasa, un inhibidor de la expresion génica de HMG-CoA reductasa, un inhibidor de la
expresion génica de HMG-CoA sintasa, un inhibidor de la secrecion de MTP/Apo B, un
inhibidor de CETP, un inhibidor de la absorcion del acido biliar, un inhibidor de la
absorcion del colesterol, un inhibidor de la sintesis del colesterol, un inhibidor de
escualeno sintetasa, un inhibidor de escualeno epoxidasa, un inhibidor de escualeno
ciclasa, un inhibidor de escualeno epoxidasa/escualeno ciclasa combinado, un fibrato,
niacina, una resina de intercambio idnico, un antioxidante, un inhibidor de ACAT, un
secuestrante del acido biliar o un agente, tal como mipomersen.

Los ejemplos de hipocolesterolemiantes/hipolipemiantes adecuados y los
tratamientos del perfil lipidico incluyen: Inhibidores de HMG-CoA reductasa (por
ejemplo, pravastatin, lovastatin, atorvastatin, simvastatin, fluvastatin, NK-104 (también
conocido como itavastatin, nisvastatin o nisbastatin) y ZD-4522 (también conocido como
rosuvastatin, atavastatin o visastatin); inhibidores de escualeno sintetasa; fibratos;
secuestrantes del acido biliar (tales como questran); inhibidores de ACAT; inhibidores
de MTP; inhibidores de lipooxigenasa; inhibidores de la absorcién del colesterol; e
inhibidores de la proteina de transferencia de colesteriléster.
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Los agentes antiinflamatorios también incluyen inhibidores de sPLA2 e IpPLA2
(tales como darapladib), inhibidores de 5-LO (tales como atrelueton), inhibidores de p38
(tales como losmapimod) y antagonistas de IL-1 e IL-1r (tales como canakinumab),

Otros agentes ateroescleréticos incluyen aquellos que modulan la accion de
PCSKO.

Las complicaciones cardiovasculares de la diabetes tipo 2 estan asociadas a
niveles perjudiciales de MPO; en consecuencia, los compuestos de la presente
invencién se pueden usar en combinacion con agentes contra la diabetes, en particular
agentes contra la diabetes tipo 2. Los ejemplos de agentes antidiabéticos adecuados
incluyen (por ejemplo, insulinas, metfomina, inhibidores de DPP-IV, agonistas de GLP-
1, analogos y miméticos, inhibidores de SGLT1 y SGLT2). Los agentes antidiabéticos
adecuados incluyen un inhibidor de acetil-CoA carboxilasa (ACC), tales como los
descritos en W02009144554, W02003072197, WO2009144555 y WO2008065508, un
inhibidor de diacilglicerol O-aciltransferasa 1 (DGAT-1), como los que se describen en
WO009016462 o W02010086820, AZD7687 o LCQ908, inhibidores de diacilglicerol O-
aciltransferasa 2 (DGAT-2), inhibidores de monoacilglicerol O-aciltransferasa, un
inhibidor de fosfodiesterasa (PDE)-10, un activador de AMPK, una sulfonilurea (por
ejemplo, acetohexamida, clorpropamida, diabinese, glibenclamida, glipizida, gliburida,
glimepirida, gliclazida, glipentida, gliquidona, glisolamida, tolazamida y tolbutamida), una
meglitinida, un inhibidor de a-amilasa (por ejemplo, tendamistat, trestatin y AL-3688), un
inhibidor de a-glucdsido hidrolasa (por ejemplo, acarbosa), un inhibidor de a-glucosidasa
(por ejemplo, adiposina, camiglibosa, emiglitato, miglitol, voglibosa, pradimicina-Q y
salbostatina), un agonista de PPARy (por ejemplo, balaglitazona, ciglitazona,
darglitazona, englitazona, isaglitazona, pioglitazona y rosiglitazona), un agonista de
PPAR aly (por ejemplo, CLX-0940, GW-1536, GW-1929, GW-2433, KRP-297, L-
796449, LR-90, MK-0767 y SB-219994), una biguanida (por ejemplo, metformina), un
modulador del péptido tipo glucagon 1 (GLP-1), tal como un agonista (por ejemplo,
exendin-3 y exendin-4), liraglutida, albiglutida, exenatida (Byetta®), albiglutida,
lixisenatida, dulaglutida, semaglutida, NN-9924, TTP-054, un inhibidor de la proteina
tirosina fosfatasa-1B (PTP-1B) (por ejemplo, trodusquemina, extracto de hirtiosal y los
compuestos descritos en Zhang, S. et al., Drug Discovery Today, 12(9/10), 373-381
(2007)), inhibidor de SIRT-1 (por ejemplo, resveratrol, GSK2245840 o GSK184072), un
inhibidor de dipeptidil peptideasa IV (DPP-IV) (por ejemplo, los descritos en
W02005116014, sitagliptin, vildagliptin, alogliptin, dutogliptin, linagliptin y saxagliptin),
un secretagogo de la insulina, un inhibidor de la oxidacién de los acidos grasos, un

14



antagonista de A2, un inhibidor de la amino-terminal quinasa c-jun (JNK), activadores
de glucoquinasa (GKa), tales como los descritos en W02010103437, W0O2010103438,
W02010013161, WO2007122482, TTP-399, TTP-355, TTP-547, AZD1656, ARRY403,
MK-0599, TAK-329, AZD5658 o GKM-001, insulina, un mimético de la insulina, un
inhibidor de glucégeno fosforilasa (por ejemplo, GSK1362885), un agonista del receptor
de VPAC2, inhibidores de SGLT2, tales como los descritos en E.C. Chao et al. Nature
Reviews Drug Discovery 9, 551-559 (julio de 2010), que incluyen dapagliflozin,
canagliflozin, empagliflozin, tofogliflozin (CSG452), ASP-1941, THR1474, TS-071,
ISIS388626 y LX4211, y los descritos en W02010023594, un modulador del receptor
de glucagon, tal como los descritos en Demong, D.E. et al. Annual Reports in Medicinal
Chemistry 2008, 43, 119-137, moduladores de GPR119, en particular, agonistas, tales
como los descritos en WO02010140092, WO02010128425, WO02010128414,
W02010106457, Jones, R.M. et al. en Medicinal Chemistry 2009, 44, 149-170 (por
ejemplo, MBX-2982, GSK1292263, APD597 y PSN821), derivados o analogos de
FGF21, tales como los descritos en Kharitonenkov, A. et al. et al., Current Opinion in
Investigational Drugs 2009, 10(4)359-364, moduladores del receptor de TGRS (también
denominado GPBAR1), en particular, agonistas, tales como los descritos en Zhong, M.,
Current Topics in Medicinal Chemistry, 2010, 10(4), 386-396 e INT777, agonistas de
GPR40, tales como los descritos en Medina, J.C., Annual Reports in Medicinal
Chemistry, 2008, 43, 75-85, que incluyen, entre otros, TAK-875, moduladores de
GPR120, en particular, agonistas, activadores del receptor de acido nicotinico de alta
afinidad (HM74A) e inhibidores de SGLT1, tales como GSK1614235. Otra lista
representativa de agentes antidiabéticos que se pueden combinar con los compuestos
de la presente invencion se puede hallar, por ejemplo, desde la pagina 28, linea 35 hasta
la pagina 30, linea 19 de W0O2011005611. Los agentes antidiabéticos preferidos son
metformina e inhibidores de DPP-IV (por ejemplo, sitagliptin, vildagliptin, alogliptin,
dutogliptin, linagliptin y saxagliptin). Otros agentes antidiabéticos podrian incluir
inhibidores o moduladores de las enzimas carnitina palmitoil transferasa, inhibidores de
fructosa 1,6-difosfatasa, inhibidores de aldosa reductasa, inhibidores del receptor de
mineralocorticoide, inhibidores de TORCZ2, inhibidores de CCR2 y/o CCRS5, inhibidores
de las isoformas de PKC (por ejemplo, PKC[], PKC[], PKCL]), inhibidores de sintetasa
de acidos grasos, inhibidores de serina palmitoil transferasa, moduladores de GPR81,
GPR39, GPR43, GPR41, GPR105, Kv1.3, proteina de fijacion al retinol 4, receptor de
glucocorticoide, receptores de somatostatin (por ejemplo, SSTR1, SSTR2, SSTR3 y
SSTR5), inhibidores o moduladores de PDHK2 o PDHK4, inhibidores de MAP4K4,
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moduladores de la familia de IL1, que incluyen IL1beta, y moduladores de RXRalfa.
Ademas, los agentes antidiabéticos adecuados incluyen los mecanismos enumerados
en Carpino, P.A., Goodwin, B. Expert Opin. Ther. Pat, 2010, 20(12), 1627-51.

Las personas del oficio de nivel medio reconoceran que los compuestos de la
presente invencion también se pueden wusar junto con otros tratamientos
cardiovasculares o cerebrovasculares que incluyen intervencion coronaria percutanea
(PCI), CABG, trasplante de corazon, trasplante de rifidn, colocacién de stents (stenting),
stents eluyentes de farmacos, tratamiento con células madres y dispositivos médicos,
tales como implante de marcapasos, desfibriladores o tratamiento de resincronizacion
cardiaca.

Se ha demostrado la actividad de mieloperoxidasa en las afecciones
neuroinflamatorias; en consecuencia, los compuestos de la presente invencion se
pueden usar en combinacion con agentes neuroinflamatorios y neurodegenerativos en
mamiferos.

Los ejemplos de agentes neuroinflamatorios y neurodegenerativos adicionales
incluyen antidepresivos, antipsicéticos, analgésicos, agentes contra la enfermedad de
Alzheimer y ansioliticos. Los ejemplos de clases particulares de antidepresivos que se
pueden usar en combinacion con los compuestos de la invencion incluyen inhibidores
de la recaptacion de norepinefrina, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
(SSRI), antagonistas del receptor NK-1, inhibidores de monoamina oxidasa (MAOI),
inhibidores reversibles de monoamina oxidasa (RIMA), inhibidores de la recaptacion de
serotonina y noradrenalina (SNRI), antagonistas del factor de liberacion de
corticotropina (CRF) y antidepresivos atipicos. Los inhibidores de la recaptacion de
norepinefrina adecuados incluyen aminas terciarias triciclicas y aminas secundarias
triciclicas. Los ejemplos de aminas terciarias triciclicas y aminas secundarias triciclicas
adecuadas incluyen amitriptyline, clomipramine, doxepin, imipramine, trimipramine,
dothiepin, butriptyline, nortriptyline, protriptyline, amoxapine, desipramine y maprotiline.
Los ejemplos de SSRI adecuados incluyen fluoxetine, fluvoxamine, paroxetine vy
sertraline. Los ejemplos de inhibidores de monoamina oxidasa incluyen isocarboxazid,
phenelzine y tranylcyclopramine. Los ejemplos de inhibidores reversibles adecuados de
monoamina oxidasa incluyen moclobemide. Los ejemplos de SNRI adecuados para usar
en la presente invencion incluyen venlafaxine. Los ejemplos de antidepresivos atipicos
adecuados incluyen bupropion, litio, trazodona vy viloxazina. Los ejemplos de agentes
contra la enfermedad de Alzheimer incluyen antagonistas del receptor de NMDA, tales

como memantine; e inhibidores de colinesterasa, tales como donepezil y galantamine.
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Los ejemplos de clases adecuadas de ansioliticos que se pueden usar en combinacion
con los compuestos de la invencion incluyen benzodiazepinas, agonistas del receptor
de serotonina 1A (5-HT1A) y antagonistas de CRF. Las benzodiazepinas adecuadas
incluyen alprazolam, clordiazepéxido, clonazepam, clorazepato, diazepam, lorazepam,
oxazepam y prazepam. Los agonistas del receptor de 5-HT1A adecuados incluyen
buspirona e ipsapirona. Los antagonistas de CRF adecuados incluyen verucerfont. Los
antipsicoticos atipicos adecuados incluyen paliperidona, ziprasidona, risperidona,
aripiprazol, olanzapina y quetiapina. Los agonistas de acetilcolina nicotinica adecuados
incluyen CP-601927 y vareniclina. Los analgésicos incluyen pregabalina, gabapentina,
clonidina, neostigmina, baclofen, midazolam, ketamina y ziconotida.

Las personas del oficio de nivel medio reconoceran que los compuestos de la
presente invencion también se pueden usar junto con tratamientos inmunomoduladores,
tales como ciclosporina A (Sandimmune o Neoral), tacrolimus, leflunomida,
desoxispergualina, micofenolato (por ejemplo, Cellcept), Atgam, esteroides
antiinflamatorios (por ejemplo, prednisona o dexametasona), azatioprina, 6-
mercaptopurina, rapamicina, inhibidores de JAK (por ejemplo, Xeljanz), anticuerpos
TNF-alfa (por ejemplo, infliximab (remicade), adalimumab (Humira), certolizumab pegol
(Cimzia), golimumab (Simponi), etanercept (Enbrel)) y metotrexato.

En particular, cuando se administran como una sola unidad de dosis, es posible
que se produzca una interaccion quimica entre los ingredientes activos combinados. Por
ello, cuando un compuesto de la Formula | y un segundo agente terapéutico se
combinan en una sola unidad de dosis, se formulan de manera que si bien los
ingredientes activos se combinan en una sola unidad de dosis, el contacto fisico entre
los ingredientes activos se minimiza (es decir, se reduce). Por ejemplo, un ingrediente
activo puede tener un recubrimiento entérico. Mediante el recubrimiento entérico de los
ingredientes activos, no solo es posible minimizar el contacto entre los ingredientes
activos combinados, sino también controlar la liberacion de uno de estos componentes
en el tubo gastrointestinal, de manera que uno de estos componentes no se libere en el
estébmago, sino en los intestinos. Uno de los ingredientes activos también se puede
recubrir con un material que afecte la liberacion sostenida a lo largo del tubo
gastrointestinal y ademas minimice el contacto fisico entre los ingredientes activos
combinados. Ademas, el componente de liberacion sostenida puede tener un
recubrimiento entérico adicional, de manera que la liberacién de este componente se
produzca solo en el intestino. Otro método implicaria la formulacién de un producto

combinado en el que un componente se recubre con un polimero de liberacién sostenida
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y/o entérica, y el otro componente también se recubre con un polimero, tal como
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) con un bajo grado de viscosidad u otros materiales
adecuados conocidos en el estado de la técnica, a fin de separar aun mas los
componentes activos. El recubrimiento polimérico sirve para formar una barrera
adicional contra la interaccion con el otro componente.

Estas y otras formas de minimizar el contacto entre los componentes de los
productos combinados de la presente invencion, ya sea que se administren en una sola
forma de dosificacién o en formas separadas pero al mismo tiempo y de la misma
manera, seran evidentes para las personas del oficio de nivel medio después de analizar
la presente descripcion.

Para el tratamiento de la terapia combinada, tanto el compuesto de la presente
invencion como los otros tratamientos farmacoldgicos se administran a mamiferos (por
ejemplo, seres humanos, hombres o mujeres) por métodos convencionales.

El compuesto de la Férmula | y las sales de este estan adaptados para uso
terapéutico como agentes que inhiben la mieloperoxidasa en mamiferos, en particular
en seres humanos, y por ello, son utiles para el tratamiento de las distintas afecciones
(por ejemplo, las descritas en la presente) en las que esta involucrada esta accion.

Se cree que la mieloperoxidasa participa en la oxidacion patoldgica de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, contribuye al metabolismo disfuncional del colesterol, al dafio
tisular y a la insuficiencia de los 6rganos, y puede inducir o contribuir al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y patologias adversas relacionadas.

Las enfermedades/afecciones que se pueden tratar de acuerdo con la presente
invencion incluyen, entre otras, afecciones cardiovasculares, diabetes (por ejemplo, tipo
Il) y complicaciones diabéticas, afecciones vasculares, afecciones neuroinflamatorias,
afecciones neurodegenerativas, dolor, cancer, sepsis, NASH (esteatohepatitis no
alcohdlica), hipertension y lesion pulmonar, enfermedades renales, sindromes de
vasculitis, en especial los relacionados con ANCA (anticuerpos citoplasmaticos
antineutrdfilos) y similares.

Debido a la correlacion positiva entre la activacion de la mieloperoxidasa y el
desarrollo de enfermedades/afecciones cardiovasculares y asociadas a estas, el
compuesto de la Férmula |, gracias a su accion farmacoldgica, es util para la prevencion,
interrupcion y/o regresion de la ateroesclerosis y sus patologias asociadas.

Se cree que la MPO exhibe actividad bioldgica proaterogénica durante la
evolucién de la enfermedad cardiovascular. Ademas, se ha observado que los oxidantes
generados por MPO reducen la biodisponibilidad de éxido nitrico, un vasodilatador
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importante. Asimismo, se demostr6 que la MPO cumple una funcién en la
desestabilizaciéon de las placas al causar la activacién de las metaloproteinasas; esto
produce un debilitamiento de la capa fibrosa de las placas y la posterior
desestabilizacion y ruptura de las placas. Debido a estos diversos efectos, la MPO esta
involucrada en una amplia variedad de enfermedades cardiovasculares.

Las afecciones cardiovasculares incluyen, entre otras, cardiopatia coronaria,
sindrome coronario agudo, cardiopatias isquémicas, infarto de miocardio primario o
recidivante, infarto de miocardio secundario, infarto de miocardio sin elevacion del
segmento ST o infarto de miocardio con elevacion del segmento ST, muerte subita
isquémica, accidente isquémico transitorio, arteriopatia oclusiva periférica, angina,
ateroesclerosis, hipertension, insuficiencia cardiaca (tal como insuficiencia cardiaca
congestiva), disfuncion diastélica (tal como disfuncion diastélica del ventriculo izquierdo,
insuficiencia cardiaca diastélica con disminucion del llenado diastolico), disfuncion
sistolica (tal como insuficiencia cardiaca sistolica con disminucion de la fraccion
expulsada), fibrilacién auricular, arritmia (ventricular), isquemia, miocardiopatia
hipertréfica, muerte subita cardiaca, fibrosis de miocardio y vascular, disminucién de la
distensibilidad arterial, lesiones necréticas de miocardio, lesiones vasculares, hipertrofia
del ventriculo izquierdo, disminucion de la fraccion expulsada, lesiones cardiacas,
hipertrofia de la pared vascular, engrosamiento endotelial, necrosis fibrinoide de arterias
coronarias, reestructuracion adversa, apoplejia y similares. También se incluyen
flebotrombosis, flebotrombosis profunda, tromboflebitis, embolia arterial, trombosis
coronaria, trombosis cerebral, embolia cerebral, embolia renal, embolia pulmonar vy
trombosis, que son el resultado de (a) valvulas protésicas u otros implantes, (b)
catéteres permanentes, (c) stents, (d) bypass cardiopulmonar, (e) hemodialisis o (f) otros
procedimientos en los que la sangre se expone a una superficie artificial que promueve
la trombosis. Cabe destacar que la trombosis incluye oclusion (por ejemplo, después de
un bypass) y reoclusion (por ejemplo, durante o después de una angioplastia coronaria
transluminal percutanea).

Las complicaciones cardiovasculares de la diabetes tipo 2 estan asociadas a
niveles perjudiciales de MPO; en consecuencia, el compuesto de la Férmula | se puede
usar para tratar la diabetes y las complicaciones de la diabetes, tales como enfermedad
macrovascular, hiperglucemia, sindrome metabdlico, intolerancia a la glucosa,
hiperuricemia, glucosuria, cataratas, neuropatia diabética, nefropatia diabética,
retinopatia diabética, obesidad, dislipidemia, hipertension, hiperinsulinemia y sindrome

de resistencia a la insulina.
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Ademas, se ha demostrado la relacién entre la actividad de la mieloperoxidasa y
la enfermedad en las afecciones neuroinflamatorias y neurodegenerativas. Por lo tanto,
el compuesto de la Férmula | se indica en particular para usar en el tratamiento de
afecciones neuroinflamatorias y neurodegenerativas (es decir, trastornos o
enfermedades) en mamiferos, que incluyen seres humanos, tales como esclerosis
multiple, migrana; epilepsia; enfermedad de Alzheimer; enfermedad de Parkinson;
atrofia multisistémica; lesion cerebral; apoplejia; enfermedades cerebrovasculares (que
incluyen arterioesclerosis cerebral, angiopatia amiloide cerebral, hemorragia cerebral
hereditaria e hipoxia-isquemia cerebral); trastornos cognitivos (que incluyen amnesia,
demencia senil, demencia asociada al VIH, demencia asociada a la enfermedad de
Alzheimer, demencia asociada a la enfermedad de Huntington, demencia de cuerpos de
Lewy, demencia vascular, demencia relacionada con las drogas, delirio y deficiencia
cognitiva leve); deficiencia mental (que incluye sindrome de Down y sindrome del
cromosoma X fragil); trastornos del suefio (que incluyen hipersomnia, trastorno del ritmo
circadiano del suefio, insomnio, parasomnia y privacion de suefio) y trastornos
psiquiatricos, tales como ansiedad (que incluyen trastorno por estrés agudo, trastorno
de ansiedad generalizada, trastornos de ansiedad social, trastornos de angustia,
trastorno por estrés postraumatico y trastorno obsesivo compulsivo); trastorno facticio
(que incluye mania alucinatoria aguda); trastornos del control de los impulsos (que
incluyen ludopatia y trastorno explosivo intermitente); trastornos del animo (que incluyen
trastorno bipolar |, trastorno bipolar Il, mania, episodio afectivo mixto, depresiéon mayor,
depresion cronica, depresion estacional, depresion psicotica y depresion posparto);
trastorno psicomotor; trastornos psicoticos (que incluyen esquizofrenia, trastorno
esquizoafectivo, trastorno esquizofreniforme y trastorno delirante); drogodependencia
(que incluye toxicomania, alcoholismo, adicciéon a las anfetaminas, cocainomania,
tabaquismo y sindrome de abstinencia); trastornos alimenticios (que incluyen anorexia,
bulimia, trastornos por atracones, hiperfagia y pagofagia); y trastornos psiquiatricos
pediatricos (que incluyen trastorno por déficit de atencion, trastorno por déficit de
atencién con hiperactividad, trastornos de conducta y autismo) en un mamifero,
preferentemente un ser humano, que comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la Féormula I.

Otras enfermedades o trastornos inflamatorios incluyen asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar idiopatica, sindrome de
dificultad respiratoria aguda, sinusitis, rinitis, psoriasis, dermatitis, uveitis, gingivitis,

ateroesclerosis, enfermedad intestinal inflamatoria, dafio glomerular renal, fibrosis
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hepatica, sepsis, proctitis, artritis reumatoide e inflamacion asociada a lesiéon por
revascularizacion, lesién de la médula espinal y lesién/cicatrizacién/adhesién/rechazo
de los tejidos.

La expresion “nefropatia causada por agentes de contraste” incluye nefropatia
inducida por contraste provocada por procedimientos que usan agentes para
diagnostico por imagenes, que incluyen cirugia cardiaca, cirugia no cardiaca y cirugia
de trasplante. La nefropatia causada por agentes de contraste también incluye
nefropatia causada por el uso de agentes de contraste que mejoran las imagenes en
pacientes, incluso en aquellos con riesgo de padecer Ml primario o Ml secundario.

La utilidad del compuesto de la Férmula | como agente medicinal en el
tratamiento de las enfermedades/afecciones antes descritas en mamiferos (por ejemplo,
seres humanos, hombre o mujer) se demuestra mediante la actividad de los compuestos
de la presente invencion en los ensayos convencionales in vitro e in vivo descritos a
continuacion. Los ensayos in vivo (con modificaciones adecuadas dentro del estado de
la técnica) se pueden usar para determinar la actividad de otros agentes, asi como los
compuestos de la presente invencion. Tales ensayos también proporcionan un medio
mediante el cual las actividades del compuesto de la Formula | (o los otros agentes
descritos en la presente) se pueden comparar entre si con las actividades de otros
compuestos conocidos. Los resultados de estas comparaciones son utiles para
determinar los niveles de dosificacién en mamiferos, que incluyen seres humanos, para
el tratamiento de estas enfermedades.

Las personas del oficio de nivel medio pueden variar los siguientes protocolos.

Ensayo de sangre humana para la inhibicién irreversible de MPO

Para medir la inhibicion de la actividad de MPO en un sistema bioldgico en la
presente invencion, se realizaron bioensayos con sangre humana recolectada de
voluntarios humanos que no tomaban medicamentos, en tubos tratados con heparina
(APP Pharmaceuticals, LLC, cat # NDC#63323-047-10, #4710). La sangre se dividié en
alicuotas, se traté con diferentes concentraciones del inhibidor de MPO o vehiculo de
control, y se cotraté con o sin lipopolisacaridos bacterianos (LPS, InVivogen) para
estimular los leucocitos sanguineos a fin de generar simultaneamente H20. (un sustrato
de MPO necesario) y liberar MPO. Luego de 4 horas de incubacion a temperatura
ambiente, se recolecto la fraccion de plasma después de una centrifugacion a 2000 x g
a4 °C.

La fraccion de plasma se dividié en dos para analizar la MPO total y la MPO
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activa. El contenido de MPO total se determiné usando un ELISA estandar tipo sandwich
(anticuerpos de captura y deteccion: Cell Sciences, Cat# HP9048 y Cell Sciences, Cat#
HM2164, clon 266-6K1) y se calculd con respecto a una curva estandar de MPO
purificada (mieloperoxidasa, Calbiochem, cat# 475911) preparada mediante dilucién en
el plasma del donante autélogo. La actividad de MPO se determind mediante la captura
de la MPO total del plasma usando la etapa de captura descrita anteriormente para el
método ELISA. Después de lavar el material plasmatico no fijado, que incluia el inhibidor
de MPO sin reaccionar, se agregaron sustratos de reaccién de MPO [H202 (2uM) y
Amplex Red (Invitrogen, Cat# A12222)], y la Vmax de la conversién catalizada por MPO
del sustrato Amplex Red en resorufina se determiné midiendo el aumento de
fluorescencia (excitacion 530 nM, emisién 580 nm) con un lector de placa fluorescente
en un analisis de cinética. La actividad de MPO del material capturado se comparé con
la obtenida con una curva estandar de MPO purificada (mieloperoxidasa, Calbiochem,
cat# 475911) preparada en el plasma del donante autélogo. El porcentaje de
mieloperoxidasa "activa" para cada muestra se calculé de la relacion entre la
mieloperoxidasa activa en el ensayo Amplex Red y la mieloperoxidasa total obtenida de
ELISA para cada muestra. Luego, se representé una curva de respuesta a la dosis de
la concentracién del compuesto con respecto a la actividad de MPO, a fin de determinar

el valor ICso.

Ensayo de hERG
Todas las pruebas se llevaron a cabo en células CHO transfectadas con el gen
hERG adquirido de Millipore (linea celular recombinante hERG-CHO CYL3038
PrecislON). La linea celular se cultivd en DMEM/F-12, GlutaMAX™ con 10 % de suero
bovino fetal, 1 % de penicilina-estreptomicina, 1% de Geneticina y 1 % de solucién

amortiguadora HEPES 1M, y se mantuvo a aproximadamente 37°C en una atmosfera
humidificada que contenia 5 % de dioxido de carbono. Las células se pasaron cada 3-5
dias en funcién de la confluencia. El dia del experimento, se cultivaron 50 %-80 % de
las células confluentes de un matraz de cultivo de 175 cm? utilizando Detachin™.
Después de 10 minutos de exposiciéon a Detachin™ a 37°C, las células se centrifugaron
durante 1 minuto a 1000 RPM. Los sobrenadantes se retiraron, y el pelet celular se
reconstituy6 en 5-8 ml de medio libre de suero con 2,5 % de HEPES 1M, se colocaron
en agitador Qstirrer™, y se recuperaron. Luego de un periodo de recuperacion de ~ 30
minutos, se iniciaron los experimentos.

Se produjo y se registré la corriente hERG utilizando el sistema Qpatch HT™
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automatico (como se describe en Kutchinsky J, Friis S, Asmild M, et al. Characterization
of potassium channel modulators with QPatch automated patch-clamp technology:
system characteristics and performance. Assay Drug Dev Technol 2003;1(5):685-93).
Las células suspendidas en el agitador Qstirrer™ se transfirieron a 48 camaras de
registro individuales en una Qplate 48™que contenia solucidon salina de registro
extracelular compuesta de (en mM): 138 de NaCl, 5,3 de KCI, 1,3 de CaCl,, 0,5 de
MgClz, 5,6 de glucosa, 5 de HEPES, 0,4 de MgSOs, 0,44 de KH2POy., 4,2 de NaHCOs,
0,34 de Na;HPO,, y se ajustd a pH 7,4 + 0,1 con NaOH. La solucion salina de registro
intracelular estaba compuesta de (en mM): 130 de KCI, 1 de MgCl», 10 de HEPES, 5 Mg
de ATP y 5de EGTA, y se ajusto a pH 7,2 £ 0,1 con KOH. Las corrientes de membrana
se registraron a temperatura ambiente.

La corriente hERG se produjo de un potencial de fijacion de -80 mV con una
etapa de voltaje a +30 mV durante 1 segundo, y posteriormente una rampa que lo
regres6 a -80 mV a 0,55 mV/ms. Los pulsos de prueba se proporcionaron a una
frecuencia de 0,25 Hz. En cada célula, se estudiaron hasta 4 concentraciones diferentes,
y cada exposicion duré 5 minutos o hasta que se observaron efectos en estado
estacionario. En otro conjunto de experimentos, se determind una relacion de
concentracion completa-respuesta y una IC50 para un control positivo, cisaprida, (Jules
C. Hancox, Mark J. McPate, Aziza El Harchi, Yi hong Zhang, The hERG potassium
channel and hERG screening for drug-induced torsades de pointes, Pharmacology &
Therapeutics, volumen 119, tomo 2, agosto de 2008, paginas 118-132).

Con el software Sophion Qpatch Assay, se midié la amplitud del pico hacia afuera
de la corriente hERG mediante rampas repolarizantes. La amplitud de corriente se
determind obteniendo el promedio de al menos 5 picos de corriente en cada condicion
de tratamiento. El porcentaje de inhibicion se determind mediante la relacion de la
corriente medida en estado estacionario en presencia del articulo de prueba (I articuio de
prueba) €N comparaciéon con la corriente de control (lcontrat), ¥ S€ €xpresé como: % de
inhibicion = 100 - (laticuo de prueballcontro)*100. Cuando fue posible, una curva de
concentracién-respuesta se representd en un grafico, y se ajustaron los datos usando
el software Qpatch para determinar una IC50.

La Tabla 1 méas adelante proporciona la actividad inhibidora de mieloperoxidasa
en sangre humana para el compuesto de esta invencion (como la sal de HCL) y para
algunos Ejemplos descritos en WO 2013/068875 comunmente asignada, publicada el
16 de mayo de 2013 de acuerdo con el ensayo descrito anteriormente. Ademas,
proporciona la actividad de hERG y la relacion terapéutica IC50 de hERG / IC50 de MPO
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resultante que se calculd para estos compuestos.

Sorprendentemente, se descubrié que el compuesto del Ejemplo 1 de esta
solicitud de patente tiene una ventaja en la relacion IC50 de hERG / IC50 de MPO
asociada a la seguridad cardiovascular en comparacién con los compuestos C, Dy E
(descritos en WO 2013/068875), como se describe con mayor detalle mas adelante.

En la Tabla 1 a continuacién, la IC50 de MPO (determinada de acuerdo con el
ensayo de sangre humana para la inhibicion irreversible de MPO que se proporcion6
anteriormente) refleja la concentracion del compuesto que se requiere para inhibir
irreversiblemente el 50 % de la MPO activa presente en una muestra de sangre humana
evaluada de manera exoégena. El compuesto A (Ejemplo 1 en esta solicitud de patente),
inhibe MPO eficientemente en el plasma humano a una concentracion menor que
cualquiera de los compuestos D o E, y por lo tanto es mas potente, lo que permite una
concentracién plasmatica menor necesaria para un beneficio terapéutico determinado.
Ademas, se observa que los analogos de metilfenilo (compuestos B y D) de los
sustituyentes de clorofenilo (compuestos F y C) tienen aumento en la IC50 de MPO. Por
ende, es sorprendente que el analogo de metilfenilo (compuesto A) tenga una
disminucién en la IC50 de MPO en comparacién con el analogo de clorofenilo
(compuesto E).

Ademas, la inhibicion del canal de potasio de hERG es una actividad
inespecifica, significativa y no deseada para cualquier agente terapéutico de accion
sistémica. Las personas del oficio de nivel medio conocen un efecto adverso de la
inhibicién de este canal idnico por estar asociado a la prolongacion del intervalo QTc en
el electrocardiograma (ECG) del paciente y, posiblemente, por la activacion de “torsades
de pointes” y taquicardia ventricular (Bernard Fermini, Anthony A. Fossa, Pre-Clinical
Assessment of Drug-Induced QT Interval Prolongation. Current Issues and Impact on
Drug Discovery, Annual Reports in Medicinal Chemistry, Academic Press, 2004,
volumen 39, paginas 323-334). Una relacion mayor entre las concentraciones
necesarias para inhibir la actividad de hERG y mieloperoxidasa (en este caso, IC50 de
hERG / IC50 de MPO) proporciona una ventaja, porque permite la inhibicion segura de
MPO en mayor medida, antes de la aparicion de efectos cardiovasculares adversos
relacionados con hERG. Esta relacion es proporcional al indice terapéutico
(concentracion plasmatica en donde se observa un efecto adverso dividido por la
concentracion plasmatica donde se realiz6 el beneficio terapéutico). El indice
terapéutico, relacionado con la actividad inhibidora de hERG, es una ventaja
especialmente significativa para un inhibidor de mieloperoxidasa, ya que se prevé que
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una gran poblacién diana sean pacientes que han experimentado recientemente un
ataque cardiaco y, por lo tanto, serian mucho mas susceptibles a una arritmia cardiaca
y sus consecuencias adversas. Por esta razon, es especialmente ventajoso administrar
un farmaco con un perfil de alta seguridad cardiovascular a pacientes que tienen
enfermedades cardiovasculares o cardiacas coronarias.

El hecho de tener una relacion mayor entre la IC50 de hERG y la IC50 de MPO
es una ventaja considerable para un candidato inhibidor de mieloperoxidasa con el fin
de maximizar el posible beneficio terapéutico y la relacién de seguridad. En la Tabla 1,
el compuesto A (Ejemplo 1 en esta solicitud de patente) tiene una relacion IC50 de hERG
/IC50 de MPO de 5515 (IC50 de hERG = 3033 uM; extrapolado de 9 % a 300 uM: [300
uM x ((100 - 9) / 9)]) en comparacion con aquella del compuesto D (relacion IC50 de
hERG /IC50 de MPO = 162; IC50 de hERG = 160 uM: se adapta a una curva que incluye
40 % a 100 uM y 63 % a 300 uM) y el compuesto E (relacion IC50 de hERG /IC50 de
MPO = 260; IC50 de hERG= 335 uM, extrapolado de 23 % a 100 uM: [100 uM x ((100 —
23) / 23)]). (método de extrapolacion, véase “Optimizing Higher Throughput Methods to
Assess Drug-Drug Interactions for CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, rCYP2D6,
and CYP3A4 In Vitro Using a Single Point IC50” J Biomol Screen (2002) 7:373).
Mediante un analisis similar, el compuesto F tiene una relacion IC50 de hERG /IC50 de
MPO de 900 (IC50 de hERG = 1700 uM; extrapolado de 15 % a 300 uM: [300 uM x ((100
- 15)/15)]); el compuesto C tiene una relacion IC50 de hERG /IC50 de MPO de 41 (IC50
de hERG = 33 uM; se adapta a una curva que incluye 49 % a 30 uM y 75 % a 100 uM);
y el compuesto G tiene una relacion IC50 de hERG /IC50 de MPO de 1500 (IC50 de
hERG = 900 uM; extrapolado de 25 % a 300 uM: [300 uM x ((100 - 25) / 25)]). [Los
resultados para el compuesto B no se determinaron.]

Por ende, se prevé que el compuesto A (Ejemplo 1 en esta solicitud de patente)
tenga una relacion de seguridad IC50 de hERG /IC50 de MPO 34 veces mayor (es decir,
5515/162) en comparacion con el compuesto D y una relacion de seguridad IC50 de
hERG /IC50 de MPO 21 veces mayor (es decir, 5515/260) en comparacion con el
compuesto E. Esta selectividad excepcionalmente alta para la inhibicion de MPO en la
actividad de hERG con el compuesto A proporciona una ventaja de seguridad
cardiovascular prevista significativa e inesperada, especialmente para un compuesto
que se va a administrar a pacientes que tienen una afeccién cardiovascular.

De una manera analoga, se prevé que el compuesto A (Ejemplo 1 en esta
solicitud de patente), tenga una relacién de seguridad IC50 de hERG /IC50 de MPO 135
veces mayor (es decir, 5515/41) en comparacion con el compuesto C, una relaciéon de
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seguridad IC50 de hERG /IC50 de MPO 6,1 veces mayor (es decir 5515/900) en
comparacion con el compuesto F, y una relacion de seguridad IC50 de hERG /IC50 de

MPO 3,7 veces mayor (es decir, 5515/1500) en comparacion con el compuesto G.

Tabla 1. Relacién terapéutica actividad de MPO/hERG

uM)

Compuesto | Ejemplo N.° Estructura IC50 de IC50 de Relacion
MPO hERG terapéutica
en sangre |(determinado| IC50 de
humana | por el ajuste hERG/
de la curva o |IC50 de MPO
la
extrapolacion
del % de
actividad
mostrado)
A Ejemplo|Véase el 0 0,55uM |3033 uM 5515
1 Ejemplo 1 en| o ~OH (9 % a 300
esta solicitud | uM)
de patente §” N
B 2,5uM No disponible|No disponible
WO01306887
5
Ejemplo 164
Cc WO01306887 0,80 uM [33uM 41
5 (49 % a 30
Ejemplo 63 uM)
(75 % a 100
uM)
D 0,99 uM (160 uM 162
WO01306887 (40 % a 100
5 uM)
Ejemplo 159 (63 % a 300
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E 0 1,3uM 335 uM 260
WO1306887 o ™~-OH (23 % a 100
5 uM)

Ejemplo 427 | s 'N

NH, cl

F Ejemplo 1 en
WO1306887
5

1,9 uM 1700 uM 900
(15 % a 300
uM)

2-6-(5-cloro-
2-
metoxifenil)-
4-oxo0-2-
tioxo-3,4-
dihidropirimid
in-1(2H)-
ilJacetamida;

G Ww01306887 o] 0,60 uM {900 uM 1500
5 (25 % a 300
Ejemplo 241 PR | um)

N-(2- o}
aminoetil)-2-
[6-(2,4- AN ~Nh,
dimetoxifenil)
-4-0x0-2-
tioxo-3,4-
dihidropirimid
in-1(2H)-
illacetamida;

OMe

Ensayo de actividad de MPO con Amplex Red.

La actividad de MPO peroxidasa se midio controlando la formacion de resorufina
generada por la oxidacion de Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina; Invitrogen,
Carlsbad, CA) mediante MPO (Gomes, Fernandes et al. 2005). Las mezclas del ensayo
(100 pl de volumen total) contenian 50 mM de NaPi, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de
DTPA (acido dietilentriaminpentaacético), 2 % de DMSO, 2 uM de H;O, y 30 uM de
Amplex Red; y la reaccion se inicio mediante la adicion de 100 pM de MPO (purificada
de leucocitos polinucleares humanos y adquirida de Calbiochem/EMD Biosciences,
Gibbstown, NJ). Todos los ensayos se realizaron en placas de poliestireno de 96
cavidades de area media con superficie no fijada negra (Corning), y la produccion de
resorufina (excitacion 530 nm, emision 580 nm) se controlé6 cada 20 s en un

espectrofotdmetro Spectramax M2 Microplate (Molecular Devices, Palo Alto, CA)
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equipado con el software Softmax Pro (Molecular Devices, Palo Alto, CA). Las
reacciones para determinar la velocidad de reaccion del fondo consistieron en todos los
componentes del ensayo y 4 ul de 500 unidades/ml de catalasa bovina (Sigma) en 50
mM de KPi a pH 7,0. Se resté la velocidad del fondo de cada curva de progreso de la
reaccion. Todos los datos se analizaron mediante analisis de regresion no lineal en
Microsoft Excel y Kaleidagraph (Synergy Software).
Para determinar la potencia del inhibidor (kinacvKl) contra MPO, los primeros 600
s de las curvas de progreso de la reaccion se ajustaron a la ecuacion 1, en donde V, es
la velocidad inicial en RFU/s y t es el tiempo en segundos, a fin de obtener la constante
de velocidad de primer orden para la inactivacion enzimatica (kos) en cada
concentracion de inhibidor.
Vo
Producto = ____  [1-exp(-kobst)] (1)
obs
La ecuacion 1 es una variacion de la ecuacion estandar para una lenta inhibicién
de la fijacion, en donde la velocidad en estado estacionario (Vs) se fija en cero. Cada
valor kobs S€ corrigioé para la autoinactivacion de la enzima restando el valor ko de la
reaccion no inhibida. Luego, los valores Kkqus corregidos se representaron graficamente

con respecto a la concentracion de inhibidor ([I]) y se ajustaron a la ecuacion 2

kinact[I]
kobs = _ (2)
Ki+ [I]

en donde kinact €S la velocidad maxima de inactivacion y K, es la concentracion de

inhibidor que produce la mitad de velocidad de la inactivaciéon maxima (Copeland 2005).

Ensayo de actividad de peroxidasa tiroidea (TPO) con Amplex Red.

La actividad de TPO se midié usando el mismo ensayo que para MPO con 2 uM
de H202 y 30 uM de Amplex Red; las reacciones se iniciaron con 1,3 [Jug de proteina
de membranas de células HEK293 que expresaban TPO humana. EI cADN que
codificaba 933 aminoacidos de TPO humana de longitud completa se clono en el vector
de expresion inducible pcADN5/frt/to (InVitrogen), y se seleccionaron 293 clones
estables mediante el uso de 100 ug/ml de higromicina y 15 ug/ml de blasticidina en
DMEM peso/10 % de FBS. Cuando las células alcanzaron 50-60 % de confluencia, se
indujo la expresion de TPO en un medio que contenia todos los componentes anteriores
mas 10 ug/ml de doxiciclina y 5 ug/ml de hemina (Sigma). Las membranas se aislaron

de HEK293hTPO mediante la recolecciéon de las células en PBS. Las células se
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convirtieron en pelets a 1000 x g durante 5 minutos a 4 °C, se volvieron a suspender en
un amortiguador de homogeneizacion (1 mM de bicarbonato de sodio, pH 7,4) que
contenia inhibidor de proteasa libre de EDTA (Roche), se incubaron en hielo durante 10
minutos y se homogeneizaron con Dounce. Las células nucleares y no lisadas se
retiraron mediante peleteo a 1000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Luego, el sobrenadante
se centrifugo a 25.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El pelet se volvio a suspender en
un amortiguador de homogeneizacion y se centrifugd de nuevo a 25.000 x g durante 20
minutos a 4 °C. El pelet final se volvi6 a suspender en un amortiguador de
almacenamiento (50 mM de Tris, pH 7, 150 mM de NaCl) que contenia inhibidores de
proteasa, como se describié anteriormente. La concentracidon membranal se determiné
con el ensayo de proteinas BCA (Pierce). La actividad de TPO se midié usando el
ensayo Amplex Red, como se describié anteriormente. En consecuencia, se obtuvieron
alicuotas sobre la base de la actividad y se almacenaron a -80 °C.

Los valores ICsp se determinaron mediante la representacion de las velocidades
iniciales (de los primeros 200 s de cada curva de progreso de la reaccién) como
porcentaje de inhibicién con respecto a la reaccion no inhibida (DMSQO) como una

funcion de la concentracion de inhibidor. Los datos se ajustaron a la ecuacién 3
100
y= — 3)
1 + (x/ICso)

en donde ICsp es la concentracién de inhibidor con 50 % de inhibicion y z es la pendiente

(la pendiente de la curva en su punto de inflexion).
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La administracion de los compuestos de la Férmula | (o una combinaiciéon de estos) se
puede realizar mediante cualquier método que suministre el compuesto (o
combinaciones de este) de manera sistémica y/o local. Estos métodos incluyen via oral,
parenteral, intraduodenal, bucal, intranasal, tépica etc. En general, el compuesto de la
Férmula | (o combinaciones de este) se administra por via oral, pero puede usarse la
administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutanea o
intramedular), por ejemplo, cuando la administracion por via oral no es adecuada para

el objetivo o si el paciente no puede ingerir el farmaco.
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Para la administracién a pacientes humanos, una dosis oral diaria del compuesto
de la Formula | puede estar en el rango de 1 mg a 5000 mg, segun el modo y la
frecuencia de administracion, el estadio de la enfermedad, la edad y la condicion del
paciente, etc. Se puede usar una dosis diaria oral en el rango de 3 mg a 2000 mg. Otra
dosis diaria oral se encuentra en el rango de 5 mg a 1000 mg. Por conveniencia, el
compuesto de la Férmula | se puede administrar en una forma de dosis unitaria. Si se
desea, se pueden usar multiples dosis diarias de la forma de dosis unitaria para
aumentar la dosis diaria total. La forma de dosis unitaria puede ser, por ejemplo, un
comprimido o una capsula que contiene alrededor de 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 500 o
1000 mg del compuesto de la Férmula I. La dosis diaria total se puede administrar en
una sola dosis o en dosis divididas y, segun el criterio del médico, se puede administrar
fuera del rango tipico que se indica en la presente.

Para la administracién a pacientes humanos, una dosis diaria de infusion del
compuesto de la Formula | puede estar en el rango de 1 mg a 2000 mg, segun el modo
y la frecuencia de administracion, el estadio de la enfermedad, la edad y la condicién
del paciente, etc. Otra dosis diaria de infusion puede estar en el rango de 5 mg a 1000
mg. La dosis diaria total se puede administrar en una sola dosis o en dosis divididas vy,
segun el criterio del médico, se puede administrar fuera del rango tipico que se indica
en la presente.

El compuesto de la Férmula | también se puede administrar a animales que no
sean seres humanos, por ejemplo, para las afecciones detalladas anteriormente. La
dosis exacta administrada de cada ingrediente activo variara segun diversos factores
que incluyen, entre otros, el tipo de animal y el estadio de la enfermedad que se trata,
la edad del animal y las vias de administracion.

Se usa una dosis de los agentes de combinacién farmacéuticos que se van a
usar junto con el compuesto de la Formula I, cuya dosis es eficaz para la afeccion que
se esta tratando. Las dosis se pueden determinar mediante ensayos estandares, tales
como aquellos a los que se hace referencia y se proporcionan en la presente. Los
agentes combinados se pueden administrar de manera simultanea o secuencial en
cualquier orden.

Estas dosis se basan en un sujeto humano promedio con un peso de alrededor
de 60 kg a 70 kg. El médico podra determinar facilmente las dosis para los sujetos cuyo
peso no se encuentra en este rango, tales como nifios y ancianos.

Los regimenes de dosis se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima
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deseada. Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias
dosis divididas con el tiempo, o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente,
segun lo requiera la situacion terapéutica. En especial, resulta conveniente formular
composiciones parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar la administracién y
la uniformidad de la dosis. Como se usa en la presente, la forma de dosis unitaria se
refiere a unidades fisicamente diferenciadas Utiles como dosis unitarias para los sujetos
mamiferos que deben tratarse; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
compuesto activo, calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el
portador farmacéutico requerido. La especificacion de las formas de dosis unitaria de la
invencion esta determinada y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del
agente quimioterapéutico y el efecto terapéutico o profilactico particular que se desee
lograr, y (b) las limitaciones inherentes en el estado de la técnica para formar un
compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos.

De este modo, la persona del oficio de nivel medio tendra en cuenta, en funcién
de la descripcion provista en la presente, que la dosis y el régimen de dosis se ajustan
de acuerdo con los métodos conocidos en el ambito terapéutico. Es decir, se puede
determinar con facilidad la dosis maxima tolerable, la cantidad eficaz que proporciona
un beneficio terapéutico detectable a un paciente y los requisitos temporales para
administrar cada agente a fin de proporcionar un beneficio terapéutico detectable al
paciente. En consecuencia, si bien ciertas dosis y regimenes de administracion se
ejemplifican en la presente, estos ejemplos no limitan de modo alguno la dosis y el
régimen de administracion que se pueden proporcionar a un paciente al poner en
practica la presente invencion.

Debe tenerse en cuenta que los valores de la dosificacion pueden variar segun
el tipo y la gravedad de la afeccion que se desee aliviar, y pueden incluir dosis Unicas o
multiples. Debe tenerse en cuenta que para cualquier sujeto particular, los regimenes
de dosificacion especificos deben ajustarse con el trascurso del tiempo segun las
necesidades individuales y el criterio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracion de las composiciones; y que los rangos de dosificacion
indicados en la presente son solo ejemplificativos y no pretenden limitar el alcance ni la
practica de la composicién reivindicada. Por ejemplo, las dosis se pueden ajustar segun
los parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos, que pueden incluir efectos
clinicos, tales como efectos toxicos y/o valores de laboratorio. De este modo, la presente
invencién abarca el aumento de la dosis intrapaciente segun lo determine una persona

del oficio de nivel medio. La determinacién de dosis adecuadas y de regimenes de
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administracion del agente quimioterapéutico es conocida en el ambito pertinente, y se
entiende que la persona del oficio de nivel medio podra efectuarla una vez
proporcionadas las explicaciones de la presente.

La presente invencion también comprende el uso de un compuesto de la Férmula
| para usar como medicamento (tal como un comprimido de dosis unitaria o una capsula
de dosis unitaria). En otra forma de realizacion, la presente invencion comprende el uso
de un compuesto de la Féormula | para la fabricacion de un medicamento (tal como un
comprimido de dosis unitaria o una capsula de dosis unitaria) para tratar una o mas de
las afecciones identificadas previamente en las secciones anteriores que analizan los
métodos de tratamiento.

Una composicion farmacéutica de la invencion se puede preparar, envasar o
vender en cantidades, como una dosis unitaria unica o como una pluralidad de dosis
unitarias Unicas. Como se usa en la presente, una "dosis unitaria" es una cantidad
diferenciada de la composicion farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. En general, la cantidad de ingrediente activo es
igual a la dosis de ingrediente activo que se administrara a un sujeto o una fraccion
conveniente de esa dosis, por ejemplo, la mitad o un tercio de esa dosis.

El compuesto de la Férmula | (o combinaciones de este) se pueden administrar
como una formulaciéon que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
compuesto de la Formula | (o combinaciones de este), junto con uno o mas excipientes
aceptables desde el punto de vista farmacéutico, que incluyen portadores, vehiculos y
diluyentes. El término “excipiente” en la presente significa cualquier sustancia, que no
es un agente terapéutico en si mismo, que se usa como diluyente, adyuvante o vehiculo
para el suministro de un agente terapéutico a un sujeto o que se agrega a una
composicion farmacéutica para mejorar sus propiedades de almacenamiento o manejo,
o para permitir o facilitar la formacioén de una forma de dosificacion soélida, tal como un
comprimido, una capsula, una solucion o una suspension adecuadas para la aplicacion
oral, parenteral, intradérmica, subcutanea o topica. Los excipientes pueden incluir, a
modo ilustrativo, diluyentes, desintegrantes, agentes aglutinantes, adhesivos, agentes
humectantes, polimeros, lubricantes, agentes deslizantes, estabilizadores, sustancias
agregadas para disimular o contrarrestar un sabor u olor desagradable, saborizantes,
tinturas, fragancias y sustancias agregadas para mejorar la apariencia de la
composicion. Los excipientes aceptables incluyen, entre otros, acido estearico,
estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y de calcio de acido fosférico
y sulfurico, carbonato de magnesio, talco, gelatina, goma de acacia, alginato de sodio,
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pectina, dextrina, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa, almidones, gelatina, materiales
celuldsicos, tales como ésteres de celulosa de acidos alcanoicos y alquilésteres de
celulosa, cera con bajo punto de fusiéon, manteca o polvo de cacao, polimeros, tales
como polivinilpirrolidona, alcohol de polivinilo y polietilenglicol, y otros materiales
aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Los ejemplos de excipientes y su uso

pueden encontrarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20.2 edicion (Lippincott

Williams & Wilkins, 2000). La eleccion del excipiente dependera, en gran medida, de
factores como el modo particular de administracion, el efecto del excipiente en la
solubilidad y estabilidad, y la naturaleza de la forma de dosificacion.

El compuesto de la Férmula | (o combinaciones de este) se puede formular para
la administracion oral, bucal, intranasal, parenteral (por ejemplo, intravenosa,
intramuscular o subcutanea) o rectal o en una forma adecuada para la administracion
por inhalacién. Los compuestos de la invencién también se pueden formular para el
suministro sostenido.

Los métodos para preparar distintas composiciones farmacéuticas con una
determinada cantidad de ingrediente activo son conocidos por las personas del oficio de
nivel medio o seran evidentes luego de analizar la presente descripcién. Para obtener
ejemplos de métodos para preparar composiciones farmacéuticas, véase Remington’s

Pharmaceutical Sciences, 20.2 edicion (Lippincott Williams & Wilkins, 2000).

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden contener
0,1 %-95 % de los compuestos de la presente invencion, preferentemente, 1 %-70 %.
En cualquier caso, la composicién que se administrara contiene una cantidad de
compuestos de acuerdo con la invencidon en una cantidad eficaz para tratar la
enfermedad/afeccion del sujeto en tratamiento.

Debido a que un aspecto de la presente invencion se refiere al tratamiento de las
enfermedades/afecciones descritas en la presente con una combinacion de ingredientes
activos que se pueden administrar por separado, la invencion también se refiere a la
combinacion de composiciones farmacéuticas separadas en forma de kit. El kit
comprende dos composiciones farmacéuticas separadas: el compuesto de la Férmula |
y un segundo compuesto que se describié anteriormente. El kit comprende un medio
para contener las composiciones separadas, tal como un recipiente, una botella dividida
o un envoltorio de papel aluminio dividido. En general, el kit comprende instrucciones
para la administracion de los componentes separados. La forma del kit es de particular
conveniencia cuando los componentes separados se administran preferentemente en

diferentes formas de dosificacion (por ejemplo, oral y parenteral), cuando se administran
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en diferentes intervalos de dosificacion o cuando el médico tratante desea la titulacién
de los componentes individuales de la combinacion.

Un ejemplo de kit es el denominado blister. Los blisteres son conocidos en la
industria del envasado y se usan ampliamente para el envasado de formas de dosis
unitarias farmacéuticas (comprimidos, capsulas y similares). En general, los blisteres
consisten en una pelicula de material relativamente rigido cubierto con una lamina,
preferentemente, de un material plastico transparente. Durante el proceso de envasado
se forman cavidades en la [amina de plastico. Las cavidades tienen el tamafo y la forma
de los comprimidos o las capsulas que se envasaran. Luego, los comprimidos o las
capsulas se colocan en las cavidades, y la pelicula de material relativamente rigido se
sella contra la lamina de plastico sobre la cara de la lamina opuesta a la direccién en la
que se formaron las cavidades. En consecuencia, los comprimidos o las capsulas
quedan sellados en las cavidades entre la lamina de plastico y la pelicula.
Preferentemente, la resistencia de la pelicula es tal que los comprimidos o las capsulas
se pueden retirar manualmente del blister presionando la cavidad; de esta manera, se
forma una abertura en la pelicula, en el lugar de la cavidad. EI comprimido o la capsula
luego se pueden retirar a través de esa abertura.

Puede ser conveniente proporcionar una ayuda memoria en el kit, por ejemplo,
en forma de numeros al lado de los comprimidos o las capsulas, en donde los nimeros
corresponden a los dias del régimen en los que se especifica que deben ingerirse los
comprimidos o las capsulas. Otro ejemplo de una ayuda memoria es un calendario
impreso en la tarjeta, por ejemplo, "Primera semana, lunes, martes, etc... Segunda
semana, lunes, martes..." etc. Otras variaciones de la ayuda memoria seran evidentes.
Una "dosis diaria" puede ser un unico comprimido o capsula o varias pildoras o capsulas
administradas en un determinado dia. Asimismo, una dosis diaria del compuesto de la
Férmula | puede consistir en un comprimido o capsula, mientras que una dosis diaria
del segundo compuesto puede consistir en varios comprimidos o capsulas, y viceversa.
La ayuda memoria debe reflejar esto.

En otra forma de realizacién especifica de la invencién, se proporciona un
dosificador disefiado para suministrar las dosis diarias de a una por vez, en el orden en
que deben usarse. Preferentemente, el dosificador esta equipado con una ayuda
memoria para facilitar adicionalmente el cumplimiento del régimen. Un ejemplo de esa
ayuda memoria es un contador mecanico que indica la cantidad de dosis diarias que se
administraron. Otro ejemplo de ayuda memoria es un microchip de memoria a pilas

acoplado a una pantalla de cristal liquido, o una sefal recordatoria audible que, por
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ejemplo, lee en voz alta la fecha en que se tom¢ la Ultima dosis y/o le recuerde al sujeto
cuando debe tomar la siguiente dosis.

Ademas, debido a que un aspecto de la presente invencion se refiere al
tratamiento de las enfermedades/afecciones descritas en la presente con una
combinacion de ingredientes activos que se pueden administrar de manera conjunta, la
invencion también se refiere a la combinacion de composiciones farmacéuticas
separadas en una sola forma de dosificacion, tal como un solo comprimido o capsula,
un comprimido o una capsula de dos capas o de multiples capas, o mediante el uso de
componentes o compartimentos segregados dentro de un comprimido o una capsula.

El ingrediente activo se puede suministrar como una solucién en un vehiculo
acuoso 0 No acuoso, con o sin solventes, cosolventes, excipientes o agentes formadores
de complejos adicionales seleccionados de diluyentes, excipientes, vehiculos o
portadores aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

Una formulacion intravenosa de ejemplo se prepara de la siguiente manera:

Formulacién: Solucion intravenosa

Ingrediente Cantidad
Ingrediente activo disuelto en 5 % de inyeccién de dextrosa, USP 150 mg
5 % de inyeccion de dextrosa, USP 1,0 ml

La solucion de los ingredientes anteriores se administra por via intravenosa a un

paciente a una velocidad de alrededor de 1 ml por minuto.

El ingrediente activo se puede formular como una dispersion solida o como un
sistema de suministro de farmacos autoemulsionantes (SEDDS) con excipientes
aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

El ingrediente activo se puede formular como un comprimido o una capsula de
liberacién inmediata o de liberacion modificada. Alternativamente, el ingrediente activo
se puede suministrar como el ingrediente activo solo dentro de una cubierta de la

capsula, sin excipientes adicionales.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES
Todos los productos quimicos, reactivos y solventes se adquirieron de fuentes

comerciales cuando estuvieron disponibles y se usaron sin purificacion adicional. La
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones (1H RMN) se registré con
espectrometros Varian a 400 y 500 MHz. Los desplazamientos quimicos se expresan
en partes por millén campo abajo (downfield) con respecto al tetrametilsilano. Las
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formas de los picos se indican de la siguiente manera: s, singulete; d, doblete; t, triplete;
g, cuarteto; m, multiplete; br s, singulete amplio. La espectrometria de masa (MS) se
realiz6 mediante fuentes de ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) o
ionizacion por dispersion de electrones (ES). La masa observada (masa obs.) que se
indica en las Tablas corresponde a la masa exacta de la molécula de origen mas uno, a
menos que se indique lo contrario. La cromatografia en gel de silice fue realizada
principalmente mediante sistemas Biotage o ISCO a presion media con columnas
preenvasadas por distintos proveedores comerciales, que incluyen Biotage e ISCO. Los
microanalisis fueron realizados por Quantitative Technologies Inc. y estuvieron dentro
del 0,4 % de los valores calculados. Los términos “concentrado” y “evaporado” se
refieren a la eliminacion de solvente a presion reducida en un evaporador giratorio con
un bafio a una temperatura menor a 60 °C. Las abreviaturas “min” y “h” significan

“minutos” y “horas”, respectivamente.

Difraccién de rayos X en polvo

El analisis mediante difraccion de rayos X en polvo se realizé usando un
difractometro Bruker AXS D4 Endeavor equipado con una fuente de radiaciéon Cu. La
rendija de divergencia se fijo a 0,6 mm mientras que el sistema secundario uso rendijas
variables. La radiacion difractaria se detecté mediante un detector de ojos PSD-Lynx. El
voltaje y el amperaje del tubo de rayos X se fijaron a 40 kV y 40 mA, respectivamente.
Los datos se recolectaron en el goniometro zeta-2zeta con una longitud de onda de Cu
Kas =1,54056 A de 3,0 a 40,0 grados 2-zeta con un tamarfio de paso de 0,020 grados y
un tiempo de paso de 0,3 segundos. Las muestras se prepararon colocandolas en un
portamuestras de bajo fondo de silicona y se rotaron durante la recoleccion. Los datos
se recolectaron usando el software Bruker DIFFRAC Plus, y el analisis se realizd
mediante el software EVA diffract plus.

El archivo de datos PXRD no se proceso6 antes de la busqueda de picos. Usando
el algoritmo de busqueda de picos en el software EVA, se seleccionaron picos con un
valor umbral de 1, y se usé un valor de amplitud de 0,3 para realizar asignaciones de
picos preliminares. El resultado de las asignaciones automatizadas se verifico
visualmente para asegurar la validez y los ajustes realizados manualmente, de ser
necesario. Los picos con intensidad relativa de = 3 % se resumen en la Tabla 2. No se
seleccionaron los picos que no se resolvieron o que coincidian con el ruido. Un error
tipico asociado a la posicion de los picos de PXRD indicado en USP y JP es hasta +/-
0,2° 2-zeta.
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Ejemplo 1
Clorhidrato de 1-(2-aminoetil)-6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-2-tioxo-2,3-
dihidropirimidin-4(1H)-ona

NH
“fs
NH,HCI
Preparacion 1
1-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)etanona
J/OH
O O

Un reactor encamisado se cargé con 1-(2-hidroxi-5-metilfenil)etanona (30,0 g,
0,200 mol, 1,0 eq.) y sulfoxido de dimetilo (DMSO, 210 ml), y la mezcla resultante se
agité a 20 °C. Se agregd carbonato de cesio (200 g, 0,608 mol, 3 eq.) y luego 2-
cloroetanol (27,0 ml, 0,40 mol, 2 eq.), y la mezcla resultante se agité a 80 °C hasta que
se completo la reaccion. La mezcla resultante luego se enfrié hasta 15 °C antes de
agregar agua (500 ml). La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (500 ml y
luego 300 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (300 ml) y
luego se trataron con Darco G-60 (10 g) durante 1 hora a temperatura ambiente, antes
de que se filtraran a través de Celite y se concentraran para obtener el producto
deseado, 1-[2-(2-hidroxietoxi)-5-metil-fenilletanona (34,35 g, 89 %) como un aceite
naranja. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.53-7.48 (m, 1H), 7.29-7.22 (m, 1H), 6.91-6.85
(m, 1H), 4.21-4.15 (m, 2H), 4.02-3.94 (m, 2H), 2.83 (b, 1H), 2.62 (s, 3H), 2.31 (s, 3H).
BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 200.11, 159.91, 134.18, 130.64, 130.44, 128.26,
113.67, 70.69, 61.23, 31.27, 20.30.
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Preparacion 2
3-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-3-oxopropanoato de metilo

OMe

Un reactor encamisado se cargd con ter-butdxido de potasio (48,9 g, 0,427 mol)
y tetrahidrofurano (170 ml) y la mezcla resultante se agité a 20 °C mientras se agrego
carbonato de dimetilo (47,1 g, 0,523 mol, 3,0 eq.), lo que dio como resultado una leve
exotermia con la formacién de una suspensién blanca. A esta mezcla se agregd una
solucion de 1-[2-(2-hidroxietoxi)-5-metil-fenilletanona (33,84 g, 0,174 mol) en
tetrahidrofurano (170 ml), y la mezcla resultante se calenté hasta 30 °C. Luego de 3 h,
la mezcla de reaccion se traté con una solucién de acido acético (57,5 ml, 1,00 mol) en
agua (338 ml). Luego de agitar durante 1 h, la mezcla de reaccién se extrajo con acetato
de etilo (340 ml), y la fase organica se tratd con Darco (2,0 g) durante 1h a temperatura
ambiente, después la mezcla se filir6 a través de Celite, se concentrod, se disolvié en
alcohol de isopropilo (160 ml), y luego se concentré para obtener un aceite rojo.
Después, este producto crudo se absorbié en alcohol de isopropilo (65 ml), se enfrié a
0 °C vy luego se agreg6 agua (120 ml) lentamente durante 15 min. Luego de agitar
durante 1h a 0-5 °C, se volvio a agregar agua (240 ml) durante 30 min, y la mezcla se
agitoé durante 30 min, luego el sdlido resultante se recolecté mediante filtracion, se lavo
con agua (200 ml) y se secd para obtener 3-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-3-
oxopropanoato de metilo (37,2 g, 85 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.69-7.65 (m, 1H),
7.33-7.27 (m, 1H), 6.89-6.83 (m, 1H), 4.16-4.11 (m, 2H), 3.99 (s, 2H), 3.98-3.93 (m, 2H),
3.71 (s, 3H), 3.53-3.40 (b, 1H), 2.30 (s, 3H). *C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 192.39,
169.63, 156.40, 135.46, 131.31, 130.46, 125.75, 112.39, 70.73, 60.85, 52.55, 50.26,
20.15 ppm. m/z (El+) para C13H1605 253.1 (M+H)".

Preparacion 3
(Z)-metil 3-(2-(ter-butoxicarbonilamino)etilamino)-3-(2-(2-hidroxietoxi)-5-

metilfenil)acrilato
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A un reactor encamisado, se agregaron alcohol de isopropilo (250 ml), 3-(2-(2-
hidroxietoxi)-5-metilfenil)-3-oxopropanoato de metilo (36,0 g, 0,143 mol), 2-
aminoetilcarbamato de ter-butilo(35,0 g, 0,218 mol) y acido aceético (12,3 ml, 0,215 mol),
y la mezcla se calentd a 84 °C. Luego de 8 h, la reaccion se enfrié hasta 15 °C y se
agrego agua (830 ml) lentamente hasta que la solucién se torné turbia, luego se pausé
la adicion para permitir que se formaran los solidos durante 15 minutos antes de
completar lentamente la adicién de agua. La suspension resultante se agitéo a 15 °C
durante 3 h, luego se filtro, y la torta de filtro se lavé con agua (290 ml). Los solidos se
secaron en un horno de vacio a 50 °C durante 16 h para obtener (Z)-metil 3-(2-(ter-
butoxicarbonilamino)etilamino)-3-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)acrilato (51,96 g, 92 %).
'H NMR (400 MHz, d¢-DMSO) & 8.69-8.52 (m, 1H), 7.18 (dd, J=8.6, 1.6 Hz, 1H), 7.01-
6.91 (m, 2H), 6.83 and 6.45 (b, integracion total = 1H), 4.79 (t, J=5.3 Hz, 1H), 4.25 (s,
1H), 3.99 (b, 2H), 3.67 (q, J=5.3Hz, 2H), 3.53 (s, 3H), 3.17-2.80 (m, 4H), 2.24 (s, 3H),
1.36 (s, 9H). *C-NMR (101 MHz, de-DMSO) & 169.48, 162.05, 155.61, 152.99, 130.92,
129.80, 129.34, 124.32, 112.21, 82.80, 77.66, 69.84, 59.46, 49.58, 43.20, 40.53, 28.17,
19.91. m/z (El+) para C20H30N20s 395.3 (M+H)".

Preparacion 4
2-(6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil }-4-oxo-2-tioxo-3,4-dihidropirimidin-1(2H)-

iletilcarbamato de ter-butilo

NHBoc
Un reactor encamisado se cargoé con acetato de butilo (70 ml), (Z)-metil 3-(2-(ter-
butoxicarbonilamino)etilamino)-3-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)acrilato (10,00 g, 25,35

mol) e isotiocianatotrimetilsilana (10,0 ml, 70,98 mol). La solucion resultante se calento
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hasta 80 °C y se agité durante 8 horas antes de que la mezcla de reaccion se enfriara
hasta temperatura ambiente. Luego de 12 horas, se agregé heptano (100 ml)
gradualmente a la mezcla de reaccién durante un periodo de 10 minutos. La suspensién
resultante se calent6 hasta 40 °C y se agité durante 3 horas antes de enfriarse hasta 20
°C. Luego de 3 horas, los sélidos se aislaron mediante filtracion, se lavaron con una
solucion 1:1 de heptano/acetato de etilo (50 ml), y se dejaron secar durante la noche.
Los solidos resultantes (9,7 g) se mezclaron con acetato de butilo (60 ml) y la mezcla se
agité a 40 °C durante 3 horas, luego se enfrié hasta 25 °C durante 30 minutos y se agité
durante 3 horas. Los sdlidos resultantes se recolectaron mediante filtracién, se lavaron
con acetato de butilo (20 ml) y se secaron en un horno de vacio a 35 °C durante 24
horas para obtener 2-(6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-4-oxo-2-tioxo-3,4-
dihidropirimidin-1(2H)-il)etilcarbamato de ter-butilo (7,75 g, 72,5 %). '"H NMR (400 MHz,
d6-DMSOQ) 6 12.52 (s, 1H), 7.21 (d, J=8.2Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.97 (d, J=8.6Hz, 1H),
6.51 (t, J=5.9Hz, 1H), 5.62 (d, J=2.0Hz, 1H), 4.51 (m, 1H), 3.96 (m, 2H), 3.56 (t, J=5.1Hz,
2H), 3.47 (m, 1H), 3.35 (m, 1H), 2.86 (m, 1H), 2.23 (s, 3H), 1.27 (s, 9H). *C-NMR (101
MHz, d6-DMSO) & 177.53, 159.93, 155.77, 154.89, 152.96, 132.54, 131.00, 130.08,
122.89, 112.76, 109.22, 78.10, 70.44, 59.92, 50.94, 37.75, 28.69, 20.59. m/z (El+) para
C20H27N305S 422.3 (M+H)*.

Preparacion 5
Clorhidrato de 1-(2-aminoetil)-6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-2-tioxo-2,3-
dihidropirimidin-4(1H)-ona

NH,HCI

Un matraz de fondo redondo seco de 1 | se cargd con etanol (515 ml) y se enfrié
hasta 0 °C antes de agregar cloruro de acetilo (160 ml, 2,25 mol) a través de un embudo
de adicion con agitacion durante 20 minutos. La solucion resultante se calentd a 50 °C
durante 30 minutos y después se enfrié hasta temperatura ambiente. Otro matraz de
fondo redondo de 4 | equipado con un agitador mecanico se cargd con 2-(6-(2-(2-
hidroxietoxi)-5-metilfenil)-4-oxo-2-tioxo-3,4-dihidropirimidin-1(2H)-il)etilcarbamato ~ de
ter-butilo (95,0 g, 0,23 mol) y etanol (515 ml) para obtener una suspension blanca. La
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solucién de HCI previamente preparada en el matraz de fondo redondo de 1 | se agregé
gradualmente con agitacion a la suspension en el matraz de fondo redondo de 4 I. La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos, luego se calento
hasta 50 °C. Luego de agitar durante 1 h, la mezcla de reaccion se enfrié gradualmente
hasta temperatura ambiente y luego se agité durante 3 h, se agregoé acetato de etilo
(550 ml) a la mezcla de reaccion. La suspension resultante se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 h antes de que se recolectaran los sélidos mediante filtracion, se
lavaron con una mezcla 1:1 de acetato de etilo/heptano (2,5 I). Los solidos aislados se
secaron en un horno de vacio a 50 °C durante 20 h para obtener clorhidrato de (1-(2-
aminoetil)-6-(2-(2-hidroxietoxi)-5-metilfenil)-2-tioxo-2,3-dihidropirimidin-4(1H)-ona
(78,78 g, 98 %).
"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 12.82 (br. s., 1H), 7.95 (br. s., 3H), 7.32 (dd, J=8.5, 1.5
Hz, 1H), 7.17 (d, J=1.8 Hz, 1H), 7.10 (d, J=8.8 Hz, 1H), 5.76 (s, 1H), 4.88 (t, J=5.0 Hz,
1H), 4.52 (br. s., 1H), 4.06 (t, J=5.0 Hz, 2H), 3.98-4.04 (m, 1H), 3.64 (d, J=4.7 Hz, 2H),
2.93-3.01 (m, 1H), 2.86-2.93 (m, 1H), 2.28 (s, 3H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
177.2, 159.3, 153.9, 152.7, 132.4, 130.1, 129.8, 121.6, 112.9, 109.3, 70.1, 59.3, 47.0,
35.9, 20.0; m/z (El+) para C15H19N3O3S 322.1 (M+H)".

El patron de difraccidon de rayos X PXRD para el producto cristalino resultante se
proporciona en la Figura 1.

La Tabla 2 a continuacion proporciona una lista de picos PXRD* para el mismo
producto cristalino resultante.

Tabla 2: lista de picos PXRD* para el material cristalino

Angulo 20 (°) | Intensidad relativa (%)
8,1 11
9,4 10
10,4 51
11,8 8
15,8 5
16,1 4
16,5 3
17,0 7
18,2 48
18,9 6
21,0 18
21,2 28
214 100
22,3 51
225 54
22,8 22
229 34
23,6 9

41



Angulo 20 (°) | Intensidad relativa (%)
23,8 18
241 39
24,7 21
25,8 53
26,3 10
27,2 5
27,5 7
27,8 4
28,1 20
28,3 4
28,6 11
291 3
29,7 38
30,1 3
30,8 9
31,2 19
31,9 11
32,0 11
32,4 7
32,6 7
341 4
34,5 5
34,9 10
35,8 11
36,3 12
36,8 7
37,8 8
38,5 15
39,1 17

* Nota: Las posiciones de los picos caracteristicos se seleccionaron en funcion de la

observacion visual de la forma e intensidad de los picos.

Todas las publicaciones, incluso, por ejemplo, patentes concedidas,
publicaciones de patentes y articulos periodisticos, que se citan en la presente solicitud
se incorporan en la presente por referencia en su totalidad.

Si bien la invencion se describié anteriormente con referencia a las formas de
realizacion descritas, las personas del oficio de nivel medio comprenderan que los
experimentos especificos detallados son solo ilustrativos de la invencion. Debera
tenerse en cuenta que son posibles diversas modificaciones sin que esto signifique

apartarse del espiritu de la invencion.
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