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DERIVADO DE TRIAZOLOPIRAZINONA UTIL COMO UN INHIBIDOR DE PDE1

HUMANA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un cierto
inhibidor de PDEl1l humana, a composiciones farmacéuticas dque
comprenden el compuesto, a métodos para usar el compuesto
para tratar trastornos fisioldgicos, y a intermediarios vy
procesos uUtiles en la sintesis del compuesto.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las fosfodiesterasas (PDEs, por sus siglas en
inglés), son enzimas qgue regulan los niveles celulares de
cAMP vy cGMP controlando la velocidad en la cual estos
nucledétidos ciclicos son hidrolizados. La PDE1l, una PDE
dependiente de calcio y calmodulina, es una de al menos 11
familias de PDE conocidas. La PDEl es expresada en muchos
tejidos, incluyendo el cerebro, corazdén, pulmdédn, rifdn, vy
misculo liso. En adicidén, la PDEl estd comprendida de una
familia de tres isoformas conocidas, PDEl1A, PDE1B, y PDEIC.

Los pacientes que sufren de diabetes a menudo
desarrollan una forma de enfermedad renal crénica referida
como enfermedad renal diabética (o nefropatia diabética). Se
ha estimado que la enfermedad renal diabética puede afectar
tanto como 40 porciento de pacientes diabéticos. Las opciones

de tratamiento para enfermedad renal diabética estéan
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limitadas e incluyen el wuso de medicaciones a ©presidn
sanguinea inferior, manejo de niveles de glucosa en sangre,
dieta, vy peso, e 1implementacién de 1la actividad fisica
regular. De este modo, existe una necesidad de elecciones de
tratamiento adicionales para pacientes que sufren de
enfermedad renal crénica, particularmente enfermedad renal
crbébnica.

La Patente Estadounidense No. 8,299,080, describe
ciertos derivados de quinoxalina gque tienen actividad de
inhibicién de PDEY9 utiles para tratar varios trastornos tales
como disuria e hipertensidén. En adicidédn, la Patente Europea
No. 0 040 401, describe cierta actividad anti-hipertensiva de
triazoloquinoxalin-4-onas sustituidas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un cierto
compuesto novedoso que es un inhibidor de PDEl humana. En
adicién, la presente invencién  proporciona un cierto
compuesto novedoso que es un inhibidor selectivo de PDEIA,
PDE1B, y PDE1C humana, con relaciédn a otras PDEs humanas,
tales como PDE2A, PDE3A, PDE4D, PDE5SA, PDE6AB, PDE7B, PDESA,
PDES9A, PDE10A, vy PDE1l1A. Ademads, la presente invenciédn
proporciona un cierto compuesto novedoso gue puede tener
efectos antihipertensivos y también puede mejorar el flujo
sanguineo renal. En adicién, el compuesto de la presente

invencién puede reducir la fibrosis renal.
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Por consiguiente, la presente invencidn proporciona

un compuesto de Fdérmula I:

P

ia J: Formula [
mﬁ’“‘\ (
L

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar enfermedad renal crdénica en un paciente, que
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de Fbérmula
I.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar enfermedad renal diabética en un paciente, dque
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de Férmula
I.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar hipertensién en un paciente, que comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto de Férmula I.

En adicién, la invencidn proporciona un compuesto
de Férmula I para uso en terapia. La invencidén ademéas

proporciona un compuesto de Férmula I para uso en el
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tratamiento de enfermedad renal c¢rénica. En adicidén, 1la
invencidén proporciona un compuesto de Férmula I para uso en
el tratamiento de enfermedad renal diabética. En adicidén, 1la
invencidén proporciona un compuesto de Férmula I para uso en
el tratamiento de hipertensidén. Adicionalmente, la invencidn
proporciona el uso de un compuesto de Férmula I para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de
enfermedad renal crdnica. Adicionalmente, la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula I para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de
enfermedad renal diabética. La invencidén ademds proporciona
el uso de un compuesto de Fbérmula I para la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de hipertensidn.

La invencién ademds proporciona una composicidn
farmacéutica, que comprende un compuesto de Fdérmula I con uno
o més portadores, diluyentes, o excipientes farmacéuticamente
aceptables. La invencidén ademds proporciona un proceso para
preparar una composicidén farmacéutica, que comprende mezclar
un compuesto de Férmula I con uno o més portadores,
diluyentes, o excipientes farmacéuticamente aceptables. Esta
invencién también abarca nuevos intermediarios y procesos
para la sintesis del compuesto de Formula I.

Como se usa en la presente, los términos “tratar”,
“tratamiento”, o “trata”, incluyen prohibir, restringir,

reducir, detener, o invertir el progreso o severidad de un
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sintoma o trastorno existente.

Como se usa en la presente, el término “paciente”
se refiere a un mamifero, tal como un ratdn, cobayo, rata,
perro, o humano. Se entiende que el paciente preferido es un
humano.

Como se usa en la presente, el término “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad o dosis del compuesto de
la invencidén, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable
la cual, después de la administracién de dosis unica o
multiple al paciente, proporciona el efecto deseado en el
paciente bajo diagndéstico o tratamiento.

Una cantidad efectiva puede ser facilmente
determina por un experto en la técnica usando técnicas
conocidas % observando resultados obtenidos bajo
circunstancias anédlogas. Determinando la cantidad efectiva
para un paciente, un numero de factores son considerados por
un experto en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a:
el tamafio del paciente, edad, y salud general; la enfermedad
especifica o) trastorno involucrado; el grado de, o)
involucramiento o la severidad del trastorno o enfermedad; la
respuesta del paciente individual; el compuesto particular
administrado; el modo de administracidén; las caracteristicas
de Dbiodisponibilidad de 1la preparacidén administrada; el
régimen de dosis seleccionado; el uso de medicacidn

concomitante; y otras circunstancias relevantes.
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El compuesto de Formula I es en general efectivo
sobre un amplio intervalo de dosificaciones. Por ejemplo, las
dosificaciones por dia normalmente caen dentro del intervalo
de aproximadamente 0.01 hasta aproximadamente 20 mg/kg de
peso corporal. En algunos casos, los niveles de dosificacidn
por debajo del limite inferior del intervalo antes mencionado
pueden ser mas que adecuados, mientras en otros casos, dosis
todavia més grandes pueden ser empleadas con efectos
secundarios aceptables, vy por lo tanto, el intervalo de
dosificacidén anterior no estd propuesto para limitar el
alcance de la invencidén en cualquier forma.

Los compuestos de la invencidén son formulados
preferiblemente, como composiciones farmacéuticas
administradas por cualquier ruta 1lo cual hace al compuesto
biodisponible, incluyendo rutas oral 'y ©parenteral. Muy
preferiblemente, tales composiciones son para administracidn
oral. Tales composiciones farmacéuticas y procesos para
preparar las mismas, son bien conocidos en la técnica.
(Véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, L.V. Allen, Editor, 2ond Edition, Pharmaceutical
Press, 2012).

Una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto
de la invencidén puede ser formada, por ejemplo, por reaccidn
de una base libre apropiada del compuesto de la invencién vy

un acido farmacéuticamente aceptable apropiado en un solvente
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adecuado bajo condiciones estandares bien conocidas en la
técnica. La formacidén de tales sales es Dbien conocida vy
apreciada en la técnica. Véase, por ejemplo, Gould, P.L.,

4

“Salt selection for basic drugs,” International Journal of
Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., et al. “Salt
Selection and Optimization Procedures for Pharmaceutical New

4

Chemical Entities,” Organic Process Research and Development,
4. 427-435 (2000); vy Berge, S.M., et al., “Pharmaceutical
Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977).

Ciertas abreviaturas se definen como sigue: “ACN”
se refiere a acetonitrilo; “AcOH” se refiere a acido glacial
acético; “DBU” se refiere a 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-
eno; “DCM” se refiere a didiclorometano o cloruro de
metileno; “DIPEA” se refiere a N,N-diisopropiletilamina;
“DMF” se refiere a N,N-dimetilformamida; “DMSO” se refiere a
dimetilsulfdéxido; “EDCI” se refiere a l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; “ES/MS” se refiere a
Espectrometria de Masas por Electrorrocio; “EtOAc” se refiere
a acetato de etilo; “Et,0” se refiere a éter dietilico;
“EtOH” se refiere a etanol; “HMDS"” se refiere a
hezametildisilazano; “HOBT” se refiere a hidroxibenzotriazol;
“hr” se refiere a hora u horas; “ICsy” se refiere a 1la
concentracién de un agente que produce 50% de la respuesta
inhibidora madxima posible para tala agente; “umol” se refiere

A)Y H ”

a micromol o micromoles; “min” se refiere a minuto o minutos;
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“MeOH” se refiere a metanol o alcohol metilico; “MTBE” se
refiere a metil-terc-butil éter; “NiNTA” se refiere a
cromatografia con una fase estacionaria de agarosa
funcionalizada con acido nitrilotriacético como quelador;
“POCl3” se refiere a oxicloruro de fésforo; “TA” se refiere a
temperatura ambiente; “SNAr” se refiere a sustitucidn
aromatica nucleofilica; “TEA” se refiere a trietilamina;
“THF” se refiere a tetrahidrofurano; “Tris” se refiere a 2-
Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol; “U/ml” se refiere a
unidades por mililitro; “peso” se refiere a peso.

Los compuestos de la presente invencidn pueden ser
preparados por una variedad de procedimientos conocidos por
uno de habilidad ordinaria en la técnica, algunos de 1los
cuales son ilustrados en los esquemas de reaccién,
preparaciones, y ejemplos siguientes. Uno de habilidad
ordinaria en la técnica reconoce que las etapas sintéticas
especificas para cada una de las rutas descritas pueden ser
combinadas en diferentes formas, o en conjunto con etapas a
partir de diferentes esquemas de reaccidn, para preparar
compuestos de la invencidédn. Los productos de cada etapa en
los esquemas de reaccidén siguientes pueden ser recuperados
por métodos convencionales bien conocidos en la técnica, que
incluyen extracciodn, evaporacioén, precipitacién,
cromatografia, filtracidén, trituracidn, y cristalizacidédn. En

los esquemas de reaccidédn siguientes, todos los sustituyentes
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a menos que se indique de otro modo, son como se definen
previamente. Los reactivos vy materiales de partida son
facilmente disponibles para uno de habilidad ordinaria en 1la
técnica. Sin limitar el alcance de la invenciédn, los
siguientes esquemas de reaccidn, preparaciones, y ejemplos,
son proporcionados para ilustrar ademas, la invencidn.

Esquema de Reaccidn 1

N NO; N_ _NO, etapa B N NH;
L\\JU; i etapa A E \I[/ R G
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Formulal

El Esquema de reaccidén 1 representa la sintesis del
compuesto de Formula I. En el Esquema de reaccidén 1, etapa A,
la reaccidén SNAr de 3-fluoro-2-nitropiridina, realizada con

varios nucledéfilos, estd bien asociada en la técnica. Por
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ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 3-fluoro-2-
nitropiridina se hace reaccionar con aproximadamente 3
equivalentes de butan-l-amina en un solvente polar adecuado
tal como EtOH. EI1 producto puede entonces ser aislado
utilizando técnicas bien conocidas en el arte, tales como
extraccidén. Por ejemplo, la mezcla de reaccidn puede ser
diluida con agua y extraida con un solvente organico polar
apropiado tal como EtOAc. Los extractos organicos pueden ser
combinados, secados sobre sulfato de sodio anhidro,
filtrados, % concentrados bajo presidn reducida para
proporcionar N-butil-2-nitro-piridin-3-amina, el producto de
la etapa A, de pureza suficiente para uso en la siguiente
etapa sin purificacién adicional.

La reduccidén subsecuente del grupo nitro es Dbien
conocida en la técnica. En el Esquema de reaccidén 1, etapa B,
por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de N-butil-2-
nitro-piridin-3-amina, el producto de la etapa A, puede ser
hidrogenado en la presencia de un catalizador de metal de
transicién apropiado, tal como paladio en carbono, en una
variedad de solventes organicos, tales como MeOH. El producto
reducido puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien
conocidas en el arte, tales como filtracidén y evaporacidn.
Por ejemplo, la mezcla de reaccidédn cruda puede ser filtrada a
través de un lecho de tierra diatomécea, y lo filtrado puede

ser concentrado bajo presién reducida para obtener N3-
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butilpiridina-2, 3-diamina, el producto del Esquema de
reaccidén 1, etapa B, de suficiente pureza para uso en la
siguiente etapa sin purificacidén adicional.

La ciclizacidén al producto diona del Esquema de
reaccidén 1, etapa C, puede ser realizada bajo condiciones de
acilacién térmica con oxalato de dietilo en un solvente
organico apropiado tal como EtOH. Por ejemplo,
aproximadamente 1 equivalente de N3-butilpiridina-2,3-diamina
puede ser tratado con aproximadamente 5 equivalentes de
oxalato de dietilo en un solvente organico polar adecuado tal
como EtOH en un tubo sellado a aproximadamente 100 °C. EL
producto ciclizado puede entonces ser aislado utilizando
técnicas bien conocidas en el arte, tales como precipitacidn
y filtracién. Por ejemplo, la mezcla de reaccidédn puede ser
enfriada a aproximadamente -10 a 0 °C, y lo precipitado
subsecuente puede ser recolectado por filtracidén y lavado con
éter dietilico para obtener 1l-butil-4H-pirido[2,3-blpirazin-
2,3-diona, el producto del Esquema de reaccidén 1, etapa C, de
pureza suficiente para uso en la siguiente etapa sin
purificacidén adicional.

La deshidratacién de un carbonilo activado con un
nucledédfilo tal como hidrazina es bien apreciada en la
técnica. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-
butil-4H-pirido[2,3-b]lpirazin-2,3-diona, el producto del

Esquema de reaccién 1, etapa C, puede ser tratado con
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aproximadamente 5 equivalentes de monohidrato de hidrazina a
aproximadamente 100 °C en un tubo presurizado. El producto
puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas
en el arte, tales como precipitacién y filtracidn. Por
ejemplo, la mezcla de reaccidn cruda puede ser enfriada a
aproximadamente 0 °C, y lo precipitado resultante puede ser
recolectado por filtracidén y lavado con éter dietilico para
obtener l1-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-b]lpirazin-2-ona, el
producto del Esquema de reaccidn 1, etapa D, de pureza
suficiente para uso en la siguiente etapa sin purificacidn
adicional.

La alquilacidén subsecuente del producto hidrazina
de la etapa D puede ser realizada bajo varias técnicas de
aminacién reductiva bien conocidas en el arte. Por ejemplo,
aproximadamente 1 equivalente de l-butil-3-hidrazino-
pirido[2,3-b]lpirazin-2-ona, el producto del Esquema de
reaccién 1, etapa D, puede ser tratado con aproximadamente 2
equivalentes de un aldehido alquilo apropiadamente
sustituido, tal como 1l-metilciclopropancarbaldehido (CAS #
4515-89-3, Enamina LLC, ©USA), en un solvente alcohdélico
apropiado tal como MeOH que contiene una cantidad catalitica
de un &cido apropiado, tal como AcOH, a aproximadamente TA a
reflujo. E1l producto puede entonces ser aislado utilizando
técnicas bien conocidas en el arte, tales como cristalizacidn

y filtracidén. Por ejemplo, la mezcla de reaccidén cruda puede
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ser concentrada bajo presidén reducida, y el producto puede
ser obtenido por cristalizacidédn con un solvente organico
adecuado tal como hexanos, con filtracidén subsecuente para
recolectar l-butil-3-[2-[(1-
metilciclopropil)metilene]lhidrazino]pirido[2,3-blpirazin-2-
ona, el producto del Esquema de reaccidn 1, etapa E.

La preparacién del compuesto de Formula 1 puede ser
lograda wusando una ciclizacidén oxidativa mediada por yodo
hipervalente (R. Aggarwal & G. Sumran, Synthetic
Communications, 36: 1873-1876, 2006) en la l-butil-3-[2-[(1-
metilciclopropil)metilene]lhidrazino]pirido[2,3-blpirazin-2-
ona imina sustituida en un solvente orgadnico adecuado, tal
como DCM, a temperaturas que varian desde 0 °C hasta TA. Por
ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-3-[2-[(1-
metilciclopropil)metilenelhidrazino]pirido([2,3-blpirazin-2-
ona, el producto del Esquema de reaccidédn 1, etapa E, puede
ser disuelto en DCM vy tratado con aproximadamente 2
equivalentes de diacetato de yodosobenceno (CAS # 3240-34-4)
a aproximadamente 0 °C hasta TA. El producto puede entonces
ser aislado utilizando técnicas bien conocidas en el arte,
tales como extraccidén y cromatografia. Por ejemplo, la mezcla
de reaccidén puede ser diluida con agua and extraida con DCM.
Las capas pueden ser separadas y la capa organica lavada
secuencialmente con NaHCOs; acuoso saturado, secadas sobre

Na,S04, filtradas, y concentradas bajo presidn reducida. E1
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residuo resultante puede ser purificado por cromatografia
sobre silice, usando un gradiente de una mezcla de solvente
apropiada tal como EtOAc y hexanos, para dar el compuesto de
Formula I, el producto del Esquema de reaccidn 1, etapa F.

Esquema de reaccidn 2
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El Esquema de reaccidédn 2 representa una sintesis
alternativa del compuesto de Formula I. En el Esquema de
reaccidén 2, etapa A, l-butil-4H-pirido[2,3-b]lpirazin-2,3-
diona, el producto del Esquema de reaccidén 1, etapa C, puede
ser convertido al compuesto cloro, como es bien conocido en
la técnica, usando un agente de cloracién adecuado, tal como
POCls, SOCl,, cloruro de oxalilo, o PCls, en un solvente
organico apropiado tal como DCM o ACN que contiene una

cantidad catalitica de DMF a temperaturas que varian desde TA
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hasta reflujo. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de
l1-butil-4H-pirido[2,3-blpirazin-2,3-diona, el producto del
Esquema de reaccidén 1, etapa C, puede ser disuelto en  ACN
que contiene DMF, y la mezcla de reaccidn resultante puede
ser tratada con aproximadamente 3 equivalentes de cloruro de
tionilo y calentada a reflujo por aproximadamente 3 hr. La
mezcla de reaccidén es concentrada bajo presidédn reducida
después de enfriarse a temperatura ambiente para proporcionar
el producto del Esquema de reaccidn 2, etapa A, l-butil-3-
cloro-pirido[2,3-b]lpirazin-2-ona, adecuado para uso
subsecuente sin purificacidén adicional.

En el Esquema de reaccidn 2, etapa B, el
desplazamiento del cloruro se puede lograr tratando
aproximadamente 1 equivalente de 1-butil-3-cloro-pirido[2,3-
blpirazin-2-ona, el producto del Esquema de reaccidédn 2, etapa
A, con una solucién de aproximadamente 4 equivalentes de
monohidrato de hidrazina acuoso en un solvente aprético polar
tal como THF a TA por aproximadamente 8- 24 hr. El producto
puede entonces ser aislado utilizando técnicas bien conocidas
en el arte, tales como extraccidén y destilacidn azeotrdpica.
Por ejemplo, la mezcla de reaccidédn puede ser diluida con agua
y filtrada, y la torta de filtro puede ser lavada con un
solvente organico adecuado de alta ebullicién tal como
tolueno o MTBRE, y lo acuoso resultante puede ser removido de

la mezcla bifédsica por destilacidén azeotrdpica simple en un
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evaporador rotatorio bajo presidn reducida con un solvente de
alta ebullicidén adecuado, tal como 2-metil-tetrahidrofurano,
para dar 1-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-blpirazin-2-ona, el
producto del Esquema de reaccidn 2, etapa B.

La acilacidén del producto de la etapa B puede ser
realizada con un acido carboxilico adecuado wusando una
variedad de técnicas de acoplamiento de amida bien conocidas
en el arte. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de 1-
butil-3-hidrazino-pirido[2,3-b]pirazin-2-ona, el producto del
Esquema de reaccidn 2, etapa B, puede ser acoplado con
aproximadamente 1.5 equivalentes de acido l-metilciclopropan-
carboxilico en un solvente organico adecuado, tal como THF,
DMF, o DMSO, que contiene aproximadamente 1.5 equivalentes de
EDCI y 1.5 equivalentes de HOBT con adicidén subsecuente de
aproximadamente 3-5 equivalentes de una base organica no
nucleofilica tal como DIPEA o TEA. El producto puede entonces
ser aislado utilizando técnicas bien conocidas en el arte,
tales como extraccién. Por ejemplo, la mezcla de reaccidn
puede ser neutralizada con un acido mineral adecuado tal como
HC1 acuoso diluido con agua, vy lavado con un solvente
organico adecuado tal como DCM, EtOAc, MTBE, o Et;0. Las
capas pueden ser separadas, y la capa acuosa resultante puede
ser basificada a pH ~ 7-8 con un sdé6lido alcalino apropiado,
tal como K,COs3, NaHCO;, o NayS0O3, son extraccidén subsecuente

con un solvente organico adecuado tal como DCM, EtOAc, o
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Et,0. Las capas organicas pueden ser secuencialmente lavadas
con agua, NaCl acuoso saturado, secadas sobre NayS0yq4,
filtradas, vy lo filtrado concentrado bajo presidn reducida
para dar N'-(l-butil-2-oxo-pirido[2,3-b]lpirazin-3-i1)-1-
metil-ciclopropancarbohidrazida, el producto del Esquema de
reaccidén 2, etapa C.

En el Esquema de reaccidn 2, etapa D, el compuesto
de Formula 1 ©puede ser logrado ©por ciclizacidén bajo
condiciones de microondas o térmicas bien conocidas en el
arte. Por ejemplo, aproximadamente 1 equivalente de N'-(1-
butil-2-oxo-pirido[2,3-b]lpirazin-3-il)-1-metil-
ciclopropancarbohidrazida puede ser calentado por
aproximadamente 2-12 hora bajo reflujo en un solvente
adecuado tal como hexametildisilazano que contiene
aproximadamente 0.2 equivalentes de una base organica no
nucleofilica adecuada tal como 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-
7-eno. E1 producto puede entonces ser aislado wutilizando
técnicas bien conocidas en el arte, tales como dilucidn,
filtracidén, trituracidén, vy cromatografia. Por ejemplo, la
mezcla de reaccidn puede ser vertida en agua y lo precipitado
resultante puede ser recolectado por filtracidén, con divisidn
subsecuente del sélido recolectado entre wuna mezcla no
miscible adecuada de un solvente organico, tal como DCM, vy
agua. La capa organica puede ser separada, lavada

secuencialmente con agua y NaCl acuoso saturado, secada sobre
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Na,S0,, filtrada vy concentrada Dbajo presidén reducida. E1
residuo resultante puede ser triturado <con un solvente
organico en ebullicidédn o caliente adecuado, tal como EtOAc,
por aproximadamente 1 hr, y el sélido resultante puede ser
recolectado por filtracidén después del enfriamiento. EI1
s6lido puede ser ademas purificado por cromatografia sobre
silice, usando un gradiente de una mezcla de solvente
apropiado, tal como EtOAc y DCM, para dar el compuesto de
Férmula I, producto del Esquema de reaccidn 2, etapa D.

Preparacidén 1

N-butil-2-nitro-piridin-3-amina

N_ NG

g

-
e H .-’“‘HV__.-""H

H

o,

Esquema de reaccidén 1, etapa A: Se disolvido 3-
fluoro-2-nitropiridina (5.0 g, 35.2 mmol) en EtOH (30 mL) vy
la mezcla se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo. Se agregd
butan-l-amina (7.7 g, 105.6 mmol) a la mezcla, la mezcla se
dejé calentar a TA, y se agitdé a TA por 2 hr. La mezcla se
diluyé con agua y se extrajo con EtOAc. La capa organica se
lavé con NaCl acuoso saturado, se secd sobre Na,S04, se
filtrd, y se concentrd bajo presidén reducida para dar el
compuesto del titulo (6.2 g, 90% de rendimiento) como aceite
amarillo, adecuado para uso sin purificacién adicional. ES/MS

m/z 196.1 (M+1).
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Procedimiento Alternativo para la Preparacidn 1

Se agregd 3-fluoro-2-nitropiridina (92 g, 0.65 mol)
en EtOH (552 mL) a ~20-25 °C. La mezcla se enfridé a 0 °C en
un bafio de hielo. Se agregd butan-l-amina (118.4 g, 1.6187
mol) a ~ 0-5 °C por goteo durante 40 min. Se calentd a ~ 20-
25 °C y se agitdé por 16 hr. Se agregd agua (800 mL) a la
mezcla de reaccidn, se extrajo con EtOAc (2 x 600 mL), las
capas se separaron, Yy las capas organicas combinadas se
lavaron con agua (2 x 1L), NaCl acuoso saturado (2 x 500 mL),
se secd sobre Na,SO4, se filtrd, y se concentrd bajo presidn
reducida a 35 °C para obtener el compuesto del titulo (120.00
g, 95% de rendimiento) como un aceite amarillo profundo,
adecuado para uso sin purificacién adicional. ES/MS m/z 196.1
(M+1) .

Preparacidén 2

N3-butilpiridina-2, 3-diamina

N__NH,

EHJEN’“mth
H

El Esquema de reaccidén 1, etapa B: Se agregd 5% de
Pd/C (3.0 g, 1.4 mmol) a una solucidén de N-butil-2-nitro-
piridin-3-amina (6.0 g, 30.7 mmol) se disolvidé en MeOH (50
mL) bajo N;. La mezcla se agitd a TA bajo un baldn de H, por 8
hr. La mezcla se filtrdé a través de un parche de tierra

diatomécea, se lavd con MeOH, y lo filtrado se concentrd bajo
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presidén reducida para dar el compuesto del titulo (5.0 g, 98%
de rendimiento) como un sdélido negro, adecuado para uso sin
purificacién adicional. ES/MS m/z 166.1 (M+1).

Procedimiento Alternativo para la Preparacidn 2

Se agregd N-butil-2-nitro-piridin-3-amina (128.0 g,
0.7 mol) en MeOH (1024 mL) a ~ 20-25 °c. Se agregd 5 % de

Pd/c humedo (64 g, 50% de carga) a ~ 20-25 °C. La mezcla

resultante se agitd bajo 3 atmdésferas de H, a ~ 20-25 °C por 3
hr. La mezcla de reaccidén se filtrd a través de tierra
diatomédcea, la torta de filtro se lavd con MeOH (5 x 500 mL),
y lo filtrado se concentrd bajo presidn reducida para dar el
compuesto del titulo (101.9 g, 94% de rendimiento) como un
s6lido negro, adecuado para uso sin purificacidén adicional.
ES/MS m/z 166.1 (M+1).

Preparacidén 3

l1-butil-4H-pirido[2,3-blpirazin-2, 3-diona

Esquema de reaccidén 1, etapa C: Se agregd oxalato
de dietilo (20.1 mL, 148.3 mmol) a wuna mezcla de N3-
butilpiridina-2,3-diamina (4.9 g, 29.65 mmol) en EtOH (30
mL) . La mezcla se calentd en un tubo sellado a 100 °C por 14

hr. La mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C y el soélido



10

15

20

25

21

resultante se aisld por filtracidén. E1 sdbélido se lavd con
Et,O0 y se secd bajo vacio a 40 °C para obtener el compuesto
del titulo (3.3 g, 51% de rendimiento) como un sdélido de
color verde, adecuado para uso sin purificacidén adicional.
ES/MS m/z 219.8 (M+1).

Procedimiento Alternativo para la Preparacidén 3

Se agregd N3-butilpiridina-2,3-diamina (81.4g, 0.5
mol) en EtOH (550 mL) a ~ 20-25 °C. Se agregd 30 % en peso de
NaOEt en EtOH (427.4 g, 1.0 mol) en una porcién a ~ 20-25 °C.
Se agregd oxalato de dietilo (87.1lg, 0.6 mol) por goteo a ~
20-30 °C y se agitd a TA por 2.5 hr. La mezcla de reaccidn se
vertié en wuna mezcla de 0.5 M de HC1/DCM acuoso (1600
mL/1200mL) a ~ 0-10 °C con agitacién. Se separaron las dos
capas, la capa acuosa se extrajo con DCM (2 x 800 mL), se
lavé con agua (2 x 1600 mL), NaCl acuoso saturado (1600 mL),
y se secd sobre Nap,S04. Se filtrd y lo filtrado se concentrd
bajo presidén reducida. E1l residuo sélido resultante se
sometié a suspensidén en ACN (200 mL) a ~20-25 °C por 30 min vy
el sé6lido resultante se aisldé por filtracidn para dar el
compuesto del titulo (70.0g, 65% de rendimiento) como un
s6lido verde, adecuado para uso sin purificaciédn adicional.
ES/MS m/z 220.1 (M+1).

Preparacién 4

l-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-blpirazin-2-ona
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Esquema de reaccidén 1, etapa D: Se agregd
monohidrato de hidrazina (3.55 mL, 73.0 mmol) a una mezcla de
l1-butil-4H-pirido[2,3-blpirazin-2,3-diona (3.2 g, 14.6 mmol)
en EtOH (20 mL). La mezcla se calentd en un tubo sellado a
100 °C por 14 hr. La mezcla de reaccidn se enfridé a 0 °C y el
s6lido se aisld por filtracidn. E1 sdélido se lavd con Et,0 y
se secd bajo vacio a 45 °C para obtener el compuesto del
titulo (2.8 g, 82% de rendimiento ) como un sélido de color
verde, adecuado para uso sin purificacidén adicional. ES/MS
m/z 234.2 (M+1).

Preparacidén 5

l-butil-3-[2-[(1-

metilciclopropil)metilen]hidrazino]lpirido[2,3-b]lpirazin-2-ona

-

N N_N
.-" B B B -\-N'f’hhﬁ"’
L, 2
=UNTEO

1

Esquema de reaccidén 1, etapa E: Se agregd 1-
metilciclopropancarbaldehido (1.15 mL, 13.7 mmol) vy AcOH
(39.3 puL) a una mezcla de 1l-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-

blpirazin-2-ona (1.6 g, 6.9 mmol) en MeOH (20 mL). La mezcla
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se agitd a TA por 1 hr. La mezcla se concentrd bajo presidn
reducida y el producto se recristalizdé de hexano (50 mL). E1
s6lido se aisld por filtracidén y se lavd con hexano para
obtener el compuesto del titulo (1.30 g, 63% de rendimiento)
como un sdélido negro, adecuado para uso sin purificacidédn
adicional. ES/MS m/z 300.2 (M+1).

Preparacidén 6

l1-butil-3-cloro-pirido[2,3-b]lpirazin-2-ona

Esquema de reaccidén 2, etapa A: Se disolvido 1-
butil-4H-pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diona (60.8 g, 0.3 mol) en
ACN (10 mL/g, 600 mL) a ~ 20-25 °C. Se agregdé DMF (4.2 mL) y

se agregbd SOCl, (99.0g, 0.8 mol) en una porcién. La mezcla
resultante se calentdé a reflujo a ~ 75-80 °C por 2.5 hr. La
mezcla de reaccidn se concentrd a sequedad bajo presidn
reducida para dar el compuesto del titulo crudo (93.0g, >99%
de rendimiento) como un sdélido negro, adecuado para uso sin
purificacién adicional. ES/MS m/z 238.1 (M+1).

Preparacidén 7

1-butil-3-hidrazino-pirido[2,3-blpirazin-2-ona
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Esquema de reaccidén 2, etapa B: Se agregd THF (900
mL) a una solucidn acuosa al 85% (% en p/p) de monohidrato de
hidrazina (48 g, 1.5 mol,) a TA. Se agregd l-butil-3-cloro-
pirido[2,3-b]lpirazin-2-ona (90.0 g, 0.4 mol) para formar una
suspensidén y se agitdé a TA por 16 hr. Se agregd agua (100
mL) a la mezcla de reaccidédn y se agitd por 20 min. Se filtrd
y se lavd la torta de filtro con agua (2 x 400 mL) seguido
por MTBE (2 x 400 mL). El1 agua se removid azeotropiando con
2-metil-THF (3 x 600 mL) bajo presién reducida para dar el
compuesto del titulo (50.0g, 75% de rendimiento) como un
s6lido verde, adecuado para uso sin purificaciédn adicional.
ES/MS m/z 234.1 (M+1).

Preparacidén 8

-(l-butil-2-oxo-pirido[2,3-blpirazin-3-il)-1-metil-

ciclopropancarbohidrazida

D
SN G
N
§
Esquema de reaccidén 2, etapa C: Se agregd acido 1-

metilciclopropancarboxilico (30.9 g, 0.3 mol) a DMF (350 mL)
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y TA y la mezcla se enfridé a 0 °C. A ~ -5-0 °C, se agregd EDCI
(61.0 g, 0.3 mol) seguido por HOBT (41.75 g, 0.3 mol). A
~ -10-0 °C, se agregdé TEA (62.47 g, 0.6 mol) por goteo
durante 40 min y la mezcla resultante se agité a ~ -5-0 °C
por 20 min. Se agregd l-butil-3-hidrazino-pirido[2, 3-
blpirazin-2-ona (48.0 g, 0.2 mol,) a ~ 0-5 °C en una porcidn,
se calentdé a TA, y se agitd la suspensidn resultante por 16
hr. La mezcla de reaccidén se vertid en HCLl acuoso 0.6 M (1600
mL) y se lavdé con MTBE (3 x 500 mL); las capas se separaron,
la capa de MTBE se desechd, y se agregd DCM (1000 mL) a la
capa acuosa. Se ajustd a pH ~ 7-8 con NaHCO; sdélido (140 g),
las capas se separaron, la capa acuosa se extrajo con DCM (3
x 600 mL), las capas organicas combinadas se lavaron
secuencialmente con agua (3 x 1000 mL) y NaCl acuoso saturado
(2 x 1000 mL). Se evapord bajo presidén reducida para dar el
compuesto del titulo (45.0 g, 69% de rendimiento) como un
s6lido negro, adecuado para uso sin purificaciédn adicional.
ES/MS m/z 316.2 (M+1).
Ejemplo 1
5-butil-9-(l-metilciclopropil)pirido[3, 2-

e]ll[l,2,4]triazolo[4,3-alpirazin-6(5H) -ona
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Esquema de reaccidén 1, etapa F: Se agregd l-butil-
3-[2-[(1l-metilciclopropil)metilen]-hidrazino]pirido[2, 3-
b]l]pirazin-2-ona (1.3 g, 4.3 mmol) a DCM (15 mL) y se enfrid
la solucidén a 0 °C en un bafio de hielo. Se agregd diacetato
de yodosobenceno (2.9 g, 8.7 mmol) a la solucidén y la mezcla
se agitd a TA por 1 hr. La mezcla de reaccidn se apagd con
agua y se extrajo con DCM. Las capas organicas se lavaron con
NaHCO; saturado, se secaron sobre Na,S0O4, se filtraron, vy
concentraron bajo presidédn reducida, y el residuo resultante
se purificd por cromatografia sobre silice, eluyendo con
EtOAc:hexanos (3:1), para obtener el compuesto del titulo
(1.1 g, 85% de rendimiento) como un sdélido blancuzco. ES/MS
m/z 298.2 (M+1).

Procedimiento Alternativo para el Ejemplo 1

Esquema de reaccidén 2, etapa D: N'-(l-butil-2-oxo-
pirido[2,3-blpirazin-3-il)-1-metil-ciclopropancarbohidrazida
se sometidé a suspensidén (45.0 g, 0.1 mol) en HMDS (360 mL) a
TA. Se agregd DBU (4.34 g, 28.5 mmol) y se calentd a 125 °C.
La solucidén resultante se agitd por 6hr bajo reflujo. La

mezcla de reaccidén se enfridé a TA, la mezcla se vertid en
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agua (800 mL), y se filtrd y recolectd el sdbdblido resultante.
Se disolvidé el séblido en DCM (400 mL) / H,O (100 mL), las
capas resultantes se separaron, y la fase organica se lavd
con NaCl acuoso saturado (100 mL), se secd sobre Na,S04, se
filtrd, yv lo filtrado se concentrd bajo presidn reducida para
dar un residuo. Se triturd con EtOAc (200 mL) a 40~50 °C por
1 h, y el sbélido resultante se aisld (22.0 g, 98% de pureza
como se determina por LCMS) por filtracidén. Se combind el
lote de 22.0 g con otro lote de material (10.0 g, 100% de
pureza como se determina por LCMS) y se purificd ademas por
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con DCM:EtOAc
(1:1), para obtener un residuo después de la evaporacidn del
solvente. El residuo resultante se triturdé con EtOAc caliente
por 30 min y el sélido resultante se aisld por filtracidn
para dar el compuesto del titulo (25.70 g, 42% de

rendimiento) como un sdlido blanco. ES/MS m/z 298.2 (M+1).

Generacidédn de Proteinas PDE

Las secuencias de nucledétido que codifican 1los
PDE1A (NP _001003683.1), PDE1C (NP_005011.1), PDESA
(NP _001074.2), PDE7B (NP 061818.1) 'y PDESA (NP 002597.1)
humanas de longitud completa, se insertaron en el vector
pFastBacl (Invitrogen) con una etiqueta HIS N-termina. Las
secuencias de nucledétido que codifican a PDE4D (NP 006194.2)
humana de longitud completa y el dominio catalitico (residuo

641-1141) de PDE3A (NP 000912.3) se insertaron en el vector
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pFastBacl (Invitrogen) con una etiqueta HIS C-terminal. Las
secuencias de nucledtido que codifican a PDESA (NP 002596.1)
y PDE11A (AAI12394.1) humana de longitud completa, se
insertaron en el vector pFastBacl (Invitrogen) con una
etiqueta Flag N-terminal. Las secuencias de nucledtido que
codifican a PDE10A (AAD32595.1) humana de longitud completa
se insertaron en el vector pFastBacl (Invitrogen) con una
etiqueta Flag-His C-terminal. Las secuencias de nucledtido
que codifican a PDE6A (NP _000431.2) vy PDE6B (AAH00249.1)
humana de longitud completa, son insertadas en el vector
pFastBacDual (Invitrogen) con una etiqueta HIS N-terminal vy
etiqueta Flag N-terminal, respectivamente, para la produccidn
del dimero PDE6A/6B. La generacién del Dbaculovirus vy la
expresién de proteinas en células Sf9 se llevdé a cabo de
conformidad con el protocolo del sistema de Expresidén de
Baculovirus Bac-a-Bac (Invitrogen) . Las secuencias de
nucledtido que codifican a PDELB (NP_000915.1) y PDEZ2A
(NP _002590.1) humana de longitud completa, se insertaron en
pIEX4 (Novagen) con una etiqueta HIS C-terminal, vy ambas
producciones de proteina en células Sf9 son llevadas a cabo
de conformidad con el protocolo del vendedor (Novagen). Las
proteinas PDE etiquetadas con His son purificadas usando Ni-
NTA agarosa (Qiagen) seguido por cromatografia de exclusidn
de tamafio en una columna SUPERDEX® 200 (GE Healthcare) en

amortiguador de almacenamiento (20 mM de Tris-HC1l, pH7.5, 150
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mM de NaCl, 10% de Glicerol). Las proteinas PDE etiquetadas
con Flag que incluyen PDE6A/6B son purificadas usando anti-
Flag M2-agarosa (Sigma), después de la purificacidn a través
de la cromatografia en columna NiNTA y eluidas en
amortiguador de almacenamiento (50 mM de Tris-HC1l, pH7.5, 150
mM de NaCl, 10% de Glicerol, 0.1 mg/ml de péptido Flag).
Todas las proteinas purificadas son almacenadas a -80°C en
alicuotas pequefas.

Ensayos de enzima de fosfodiesterasa

Todas las actividades de la enzima fosfodiesterasa
(PDE) del nucledétido ciclico 3’7, 5’, son medidas con un
ensayo de enzima radiométrico a base del sistema de deteccidn
SPA (ensayo de proximidad por escintilacién). Los compuestos
que seradn probados son diluidos en dimetilsulféxido puro
(DMSO) wusando curvas de respuesta de concentracidén de diez
puntos. La concentracidén maxima del compuesto en la mezcla de
reaccién es vya sea 10 o 100 uM. Los compuestos a la
concentracién apropiada son pre-incubados con cualquiera de
las enzimas PDE por 30 minutos antes de que se 1inicie 1la
reaccién por adicién del sustrato. Las reacciones se dejan
proceder por 60 minutos a temperatura ambiente. Después, las
reacciones son detenidas por adicidén de perlillas de SPA. Las
muestras son leidas 12 horas después en un Contador
MICROBETA™ TRILUX®. La “ICsy,” se refiere a la concentracién

del compuesto que produce 50% de la respuesta inhibidora
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maxima posible para tal compuesto. Los valores de ICsy son
calculados trazando los datos normalizados contra el 1log
[compuesto] y ajustando los datos usando una ecuacidn
logistica de cuatro parédmetros.

Ensayos de enzima de PDE dependiente de Ca’'- calmodulina

PDE1B, PDElA, vy PDEIC son clonados y purificados
siguiendo los procedimientos de generacidén de proteina
estadndares. El1 amortiguador de ensayo se prepard para dar una
concentracién final en el ensayo de 50 mM de Tris-HC1l, 50 mM
de MgCl,, 4 mM de CaCl,, 0.1% de albumina de suero bovino y 6
U/ml de Calmodulina en agua, a pH 7.5. La concentracién de la
enzima final es 0.25, 0.074 y 0.0012 nM, para PDE1A, PDEIB vy
PDEIC respectivamente. Las ©reacciones son 1iniciadas por
adicién del sustrato, [3H]CAMP, para dar una concentracidn
final de 47 nM.

Tabla 1: Potencia in vitro del Ejemplo 1 contra PDE1A, PDEIB,

y PDE1C humana.

Enzimas PDE I1C5y (nM) del Ejemplo 1
PDE 1A 10.9+2.6
PDE 1B 16.3+9.1
PDE 1C 2.65+0.9

Los datos en la Tabla 1 demuestran que el compuesto
de Ejemplo 1 inhibe la actividad de la enzima humana PDE1A,

PDE1B, y PDE1C in vitro.
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Ensayo de enzima PDE usando [°H]cAMP como sustrato

Las siguientes actividades de fosfodiesterasa son
medidas usando [°H]cAMP como sustrato de reaccién: PDE3A
humana (dominio catalitico), PDE4D humana, PDE7B humana vy
PDE8A humana. Todas estas enzimas son clonadas y purificadas
siguiendo procedimientos estandares. El1 amortiguador de
ensayo se prepara para dar una concentracidédn final en el
ensayo de 50 mM de Tris-HC1l, 8.3 mM de MgCl,, 1.7 mM de &cido
etilendiaminatetraacético (EDTA) y 0.1% de albumina de suero
Bovino a pH 7.5. Las concentraciones finales de la enzima son
0.008, 0.021, 0.5 y 0.06 nM para PDE3A, PDE4D, PDE7B y PDESA,
respectivamente. Las reacciones son iniciadas por adicidén del
sustrato, PH]CAMP, para dar una concentracién final de 47
nM.

Tabla 2: La potencia in vitro del Ejemplo 1 contra PDE3A

humana (dominio catalitico), PDE4D, PDE7B y PDESA.

Enzimas PDE ICs5y (nM) del Ejemplo 1
PDE3A >100000
PDE4D 11900 + 1580
PDE7B 4170
PDESA >10000

Ensayos de enzima PDE usando [3H]CGMP como sustrato

Las siguientes actividades de fosfodiesterasa son

medidas usando [3H]CGMP como sustrato de reaccidn: PDE2A
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humana, PDE5A humana, PDE6A/6B humana, PDEY9A humana, PDE10OA

humana y PDE11A humana. La forma activa catalitica de PDEG6
humana es un dimero compuesto de subunidades o (PDEGA humana)

y B (PDE6B humana). El dimero de PDE6A/6B humana se produce
por estrategia de expresidén y purificacidn, usando dos etapas
de purificacidén, es decir, cromatografia de NiNTA y anti-FLAG
Sepharose. El resto de las enzimas son clonadas y purificadas
en casa siguiendo procedimientos estédndares. El1 amortiguador
de ensayo se prepard para dar una concentracidédn final en el
ensayo de 50 mM de Tris-HC1l, 8.3 mM de MgCl,, 1.7 mM de EDTA
y 0.1% de albumina de suero bovino a pH 7.5. Las
concentraciones enzimédticas finales son 0.2, 0.002, 5, 1,
0.03 y 0.03 nM para PDE2A humana, PDE5SA humana, PDEGAB
humana, PDES9A humana, PDE10A humana y PDE11A humana,
respectivamente. Las reacciones son iniciadas por adicidén del
sustrato, [3H]cGMP, para dar una concentracidén final de 80 nM
en el caso de ensayos de PDE2A humana, PDE10A humana, PDESA
humana, PDE6AB humana y PDE1l1A humana, mientras que para
PDE9A humana, se usé 20 nM de [’H]cGMP.

Tabla 3: Potencia in vitro del Ejemplo 1 contra

PDEZ2A, PDESA, PDE6AB, PDESA, PDE10A y PDEI11A.
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Enzimas PDE ICsy (nM) del Ejemplo 1
PDE2A >10000
PDESA 3130
PDE 6AB 2460 + 247
PDEY%A >10000
PDE10A 9340
PDE11A 389+ 179

Los datos en las Tablas 1, 2 y 3, demuestran

compuesto del Ejemplo 1 es un inhibidor selectivo de

PDE1B, vy PDE1C humana,

PDE5SA, PDE6AB, PDE7B, PDESA,

in vitro.

PDEY9A, PDEI1OA,

con relacidén a PDE2A, PDE3A,

y PDE11A

que el
PDE1A,
PDE4D,

humana



