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COMPUESTOS AGONISTAS DE GPR35

CAMPO DE LA INVENCION

La presente solicitud se refiere a compuestos y su uso como agonistas del receptor acoplado
a proteina G 35 (GPR35). Los compuestos descritos en la presente pueden ser Utiles en el
tratamiento o prevencion de enfermedades en las que estan involucrados los receptores
GPR35.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El GPR35 es un receptor huérfano perteneciente a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) de siete dominios transmembrana. La superfamilia GPCR representa una
gran familia de transductores de sefiales que desempefian un papel clave en la regulacion de
diversos aspectos de la fisiologia humana. Debido a su trazabilidad farmacoldgica, estos
receptores se han estudiado intensamente como posibles dianas farmacolégicas. Un analisis
reciente ha puesto de manifiesto que mas de 475 farmacos actuan sobre 108 GPCR unicos,
lo que representa aproximadamente el 34 % de los farmacos aprobados por la FDA. Aun hay
posibilidades de descubrir y desarrollar nuevos farmacos para GPCR huérfanos para los que

auln no se han identificado ligandos endégenos.

GPR35 se descubrié originalmente como un marco de lectura abierto que codifica para
una proteina de 309 aminoécidos y se localiz6é en el cromosoma humano 2g37.3 (O'Dowd et
al. Genomics, 47, 310-3, 1998). Se mostrd que el receptor se expresa en una variedad de
tejidos, con alta expresion informada en tejidos gastrointestinales, pulmén y ganglio de la raiz
dorsal. El receptor también se encuentra expresado en células inmunitarias, asi como en

tejidos tal como el bazo, el musculo esquelético y la médula espinal.

De acuerdo con su patron de expresion, ahora hay evidencia acumulada que destaca
el papel terapéutico de GPR35 en diversas indicaciones, incluidas las enfermedades de las
vias respiratorias, los sindromes metabdlicos (por ejemplo, diabetes), las enfermedades
cardiovasculares (por ejemplo, hipertension) y el dolor. Los ligandos que se dirigen a GPR35
pueden ofrecer utilidad para el tratamiento de una amplia gama de condiciones de

enfermedades humanas.
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La identidad del ligando enddgeno para GPR35 sigue siendo un debate y hasta la
fecha se han descrito varios ligandos putativos que incluyen acido 2-acil lisofosfatidico,
CXCL17 y acido quinurénico. Muchos de los ligandos informados solo muestran una actividad
débil en el receptor o muestran falta de especificidad bioldgica, lo que plantea preguntas sobre

la verdadera identidad del ligando endégeno.

Se ha informado que una amplia gama de agonistas sintéticos actla en GPR35,
incluidos zaprinast, 4cido pamoico, cromolina, farmacos diuréticos de asa (bumetanida,
furosemida), metabolitos de aspirina, quercetina y dicumarol. Ademas, también se ha
informado una actividad agonista débil con agentes antiinflamatorios sulfasalazina y acido 5-
aminosalicilico, que se usan ampliamente en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del
intestino (EC50 ~3uM) (US20130316985).

También se ha informado que los compuestos de la clase de tirosina ginasa, tirofstina
(tirofstina-51) asi como un inhibidor de catecol-O-metiltransferasa (COMT), entacapona
acttan en el receptor destacando la diversidad de la clase de ligando GPR35. Debido a la
posible participacion de GPR35 en enfermedades humanas, ha habido un interés creciente
en el desarrollo de ligandos que son altamente potentes y muestran selectividad por GPR35.
La dilucidacién de la biologia de GPR35 se ha visto algo obstaculizada por la disponibilidad
de herramientas farmacologicas adecuadas. De hecho, muchos de los agonistas de GPR35
documentados (endégenos y sintéticos) demuestran solo una actividad débil o parcial en
GPR35 y carecen de especificidad de diana, lo que dificulta la diseccion de la via. Ademas,
ha quedado claro que algunos compuestos muestran selectividad de especies y posiblemente
sesgo de ligando; el supuesto ligando endbégeno &cido quinurénico es un ejemplo en el que
se informa que la potencia en el receptor humano es al menos 100 veces menor en
comparacion con el ortélogo de rata (Jenkins et al. Br J Pharmacol 162, 733-748, 2011). Por
lo tanto, se necesitan agonistas y antagonistas potentes y selectivos de GPR35 para

desentrafiar el papel fisioldgico de este receptor.

Mas recientemente, los estudios de asociaciébn de genoma amplio (GWAS) han
identificado polimorfismos de un nucleétido individual (SNP) para GPR35 que se han asociado
con enfermedad inflamatoria del intestino (IBD). Se han descrito dos SNP, uno de los cuales
es un SNP no sinénimo (rs3749171) que codifica una sustitucion T108M en el ¢ dominio
transmembrana (Ellinghaus et al. Hepatology 58, 1074-1083, 2013). Este residuo no se
conserva en todos los mamiferos y el impacto del polimorfismo en la transduccién de sefales

aun no se ha dilucidado. Un segundo polimorfismo en el locus de GPR35 (rs4676410) codifica
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una variante de intrén corriente arriba de GPR35. Un estudio de asociacién de todo el fenoma
usando 4 grandes cohortes de datos del mundo real demostré la asociacion de esta variante
genética (rs4676410) con un fenotipo de IBD que confirma los vinculos diana-enfermedad
informados anteriormente en estudios anteriores (Diogo et al. Nat Commun 9, 4285, 2018).
La asociacién informada del polimorfismo de GPR35 en la IBD ha despertado interés en el

papel terapéutico potencial de GPR35 para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

La enfermedad inflamatoria del intestino es un trastorno gastrointestinal inflamatorio
recidivante cronico que comunmente involucra el ileon y/o el colon. Se cree que la
fisiopatologia implica una respuesta inmunitaria intestinal anormal, lo que resulta en
inflamacién de la mucosa, barrera intestinal defectuosa y aumento de la permeabilidad GI. La
estrategia de tratamiento implica en gran medida un enfoque gradual a través del uso
combinado de agentes tal como aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores,
productos bioldgicos (por ejemplo, anti-TNF) y antibioticos, sin embargo, muchos pacientes
experimentan un control incompleto de la enfermedad, destacando la alta necesidad
insatisfecha. En particular, un aspecto que sigue siendo mal tratado y poco reconocido es el
dolor abdominal. El dolor es un sintoma comun experimentado por la gran mayoria de los
pacientes con IBD durante el curso de la enfermedad y puede surgir de una consecuencia
directa o indirecta de la inflamacion intestinal. Cualquiera que sea la causa, el dolor afecta
negativamente la calidad de vida de los pacientes con IBD. Hasta la fecha, el manejo del dolor
abdominal asociado con la IBD sigue siendo un desafio. Los analgésicos de uso comun, tal
como los agentes antiinflamatorios no esteroideos (NSAID, por sus siglas en inglés), a
menudo pueden exacerbar la condicion, dejando a los pacientes con opciones de tratamiento
limitadas. Por lo tanto, existe una gran necesidad insatisfecha de agentes que puedan
proporcionar un alivio rapido del dolor y se necesita con urgencia el desarrollo de nuevos

farmacos.

En estudios preclinicos, los ratones mutantes para GPR35 muestran mayores grados
de dafio epitelial colénico después de una lesién quimica, en comparacion con los ratones
tipo silvestre. Los ratones knockout para GPR35 muestran una expresion elevada de citocinas
inflamatorias y remodeladoras, aunque los nimeros de afluencia de células inflamatorias en
la mucosa no muestran una diferencia general (Farooq et al. Digestive Diseases and Sciences,
63, 2910-22, 2018). También se ha informado un papel de GPR35 en la homeostasis de la
barrera, con agentes tal como el cromoglicato de sodio que demuestran la capacidad de
reducir la permeabilidad Gl en una serie de modelos de sensibilizacion intestinal (Forbes et
al. J Exp Med 205: 897-913, 2008; Yokooji et al. Int Arch Allergy Immunol. 167:193-202, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26329011
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De acuerdo con estos hallazgos, se ha mostrado que GPR35 juega un papel en la regulacién
de las proteinas de unidn estrecha y promueve la migracion de células epiteliales en estudios
in vitro. Finalmente, GPR35 se expresa ricamente en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) donde se ha mostrado que se colocaliza con canales iGnicos nociceptivos y juega un
papel en el procesamiento del dolor (Ohshiro et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 365,
344-8, 2008). Ademas de los efectos informados sobre la proteccién de barrera, la cromolina
reduce la hipersensibilidad visceral en una cepa de rata sensible al estrés (Carroll et al. PLoS

One.8:e84718, 2013), destacando su potencial utilidad en el tratamiento del dolor.

El cromoglicato de sodio es un estabilizador de mastocitos aprobado para una variedad
de indicaciones, incluida la mastocitosis sistémica, la profilaxis de la rinitis alérgica y el asma,
la conjuntivitis alérgica y la alergia alimentaria (junto con la restriccion dietética). Se informa
gue el uso de cromoglicato en la mastocitosis sistémica da como resultado una mejora de la
diarrea, enrojecimiento, dolores de cabeza, vémitos, urticaria y dolor abdominal. Los ensayos
gue evaltan la efectividad del cromoglicato de sodio en la alergia alimentaria han informado
resultados mixtos, con altas dosis generalmente requeridas para ofrecer proteccion. Se mostré
que las dosis de hasta 2 g/dia son efectivas para atenuar la gravedad de los sintomas
gastrointestinales en pacientes con sindrome de intestino irritable debido a alergia alimentaria
(Lunardi et al. Clin Exp Allergy. 21:569-72, 1991). Se han informado hallazgos similares en

nifos con alergia a la leche en el criterio de valoracién de permeabilidad gastrointestinal.

Ademas de los trastornos gastrointestinales, GPR35 ha recibido interés como diana
para el tratamiento de trastornos alérgicos, incluido el asma. En el pulmoén, la cromolina se ha
usado durante mucho tiempo como una terapia efectiva para el asma con un buen perfil de
seguridad y tolerabilidad, pero con una farmacocinética subdptima. Se estima que
aproximadamente el 5-12 % del farmaco se absorbe después de la deposicién en las vias
respiratorias y, mas recientemente, se ha desarrollado una formulacién mejorada de cromolina

(PA101) que logra una deposicion de farmaco significativamente mayor en el pulmén.

Clinicamente, la cromolina muestra eficacia en la supresion de la respuesta asmética
de inicio inmediato y tardio después de la exposicion al alérgeno. En un ensayo de prueba de
concepto de fase Il, PA101 demostré eficacia en la reduccién de la frecuencia de la tos en
pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica. E| ARNm de GPR35 esta regulado positivamente
en respuesta a la exposicion a anticuerpos IgE y se ha informado que la cromolina bloquea la
liberaciobn de mediadores inflamatorios en cortes de pulméon humano sensibilizados

pasivamente con anticuerpos IgE. Es probable que estos efectos involucren varios


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24367692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24367692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1742648
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mecanismos, incluida la regulacion de la estabilizacion de los mastocitos y la

broncoconstriccion inducida por reflejos.

Por lo tanto, los datos emergentes resaltan un amplio potencial terapéutico para los
agonistas de GPR35, que van desde trastornos de mastocitos, tratamiento de condiciones de
dolor agudo y cronico y enfermedades asociadas con enfermedades alérgicas o inflamatorias

tanto en el sistema gastrointestinal como en el pulmén.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos que tienen actividad como agonistas del

receptor acoplado a la proteina G 35 (GPR35).

En resumen, en un aspecto, la invencién proporciona compuestos de la formula (1):

N
a H  OH
N, | N
N 2
R A 7~ S0
o)
2
R @)

0 una sal o tautbmero del mismo, en donde;
XesNoCH;
R! es H o halo;

R2 es H, halo, alquilo de C,¢ opcionalmente sustituido, cicloalquilo de Csg
opcionalmente sustituido, alcoxi de C,¢ opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente

sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido u O-arilo opcionalmente sustituido.

Los compuestos se pueden usar como agonistas del receptor GPR35. Los compuestos
se pueden usar en la fabricacion de medicamentos. Los compuestos pueden ser para usarse
en el tratamiento, prevencién, mejora, control o reduccién del riesgo de trastornos asociados
con GPR35. Los compuestos se pueden usar en el tratamiento de trastornos de mastocitos,
condiciones de dolor agudo y crénico y enfermedades asociadas con enfermedades alérgicas

o inflamatorias tanto en el sistema gastrointestinal como en el pulmon.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un patrén de difraccion de rayos X en polvo de una forma cristalina de la sal

de trometamina del Compuesto A (Hidrato I).

La Figura 2 es una curva de calorimetria diferencial de barrido de una forma cristalina

de la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato I).

La Figura 3 es una curva de Analisis Gravimétrico Térmico de una forma cristalina de

la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato I).

La Figura 4 es un patron de difraccién de rayos X en polvo de una forma cristalina de

la sal de trometamina (Hidrato II).

La Figura 5 es una curva de calorimetria diferencial de barrido de una forma cristalina

de la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato II).

La Figura 6 es una curva de Analisis Gravimétrico Térmico de una forma cristalina de

la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato II).

La Figura 7 es un patron de difraccion de rayos X en polvo de una forma cristalina de
acido libre del Compuesto A (Patréon 3).

La Figura 8 es una curva de Andlisis Gravimétrico Térmico de una forma cristalina de

acido libre del Compuesto A (Patréon 3).

La Figura 9 es un patron de difraccion de rayos X en polvo de una forma cristalina de

acido libre del Compuesto A (Patron 1).

La Figura 10 es una curva de Analisis Gravimétrico Térmico de una forma cristalina de

acido libre del Compuesto A (Patrén 1).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se refiere a nuevos compuestos. La invencion se refiere al uso de nuevos
compuestos como agonistas del receptor GPR35. La invencidén también se refiere al uso de
nuevos compuestos en el tratamiento o prevencion de enfermedades en las que estan
involucrados los receptores GPR35. La invencién se refiere ademas al uso de nuevos
compuestos en la fabricacion de medicamentos para usarse como agonistas del receptor
GPR35.
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La invencidn proporciona compuestos de la férmula (1):

H
N—
N H  OH
N N
N =
e /e
o)
2
R @)

o una sal o tautébmero del mismo, en donde;
XesNoCH;
R! es H o halo;

R2 es H, halo, alquilo de C,¢ opcionalmente sustituido, cicloalquilo de Csg
opcionalmente sustituido, alcoxi de C;s opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente

sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido u O-arilo opcionalmente sustituido.
En los compuestos de la presente, X puede ser N. X puede ser CH.

En los compuestos de la presente, R! puede ser H. R! puede ser halo. R! puede ser

Cl o F. R! puede ser CI. R puede ser F. R! puede ser Br.

En los compuestos de la presente, R? puede ser H. R? puede ser halo. R? puede ser
alquilo de C,¢ opcionalmente sustituido. R? puede ser cicloalquilo de Cs; opcionalmente
sustituido. R? puede ser alcoxi de C,¢ opcionalmente sustituido. R? puede ser arilo
opcionalmente sustituido. R? puede ser heteroarilo opcionalmente sustituido. R? puede ser
heteroarilo monociclico opcionalmente sustituido. R? puede ser heteroarilo biciclico

opcionalmente sustituido. R? puede ser O-arilo opcionalmente sustituido.

R? puede ser H, alquilo de C,.¢ opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de fluor,
cicloalquilo de Cs;4 opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de flior o alcoxi de Cyg
opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de flior. R? puede ser H, trifluorometilo, etilo,

ciclopropilo, ciclohexilo o metoxi.

R? puede ser fenilo opcionalmente sustituido con R?, piridilo opcionalmente sustituido

con R3, O-fenilo opcionalmente sustituido con R3, indazolilo opcionalmente sustituido con R?3
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o piridazinilo opcionalmente sustituido con R3, en donde R3® es H, halo, alquilo de Ci¢
opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de fldor, cicloalquilo de Cs¢ opcionalmente
sustituido con 1 a 6 atomos de fltor, alcoxi de C,.¢ opcionalmente sustituido con 1 a 6 &tomos
de fldor, -CO,R*, -CONHCH,R*, -CONHCH,CH,0OR*, -OR#*, -OCH,R*, -CH,R?*, -OCH,R?, -
CH,CH,0OR#, -OCH,CH,0OR*4, -CONHR* 0 -CON(CH3)R# donde R* es H, alquilo de Cig

opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de flGor, 0 un grupo:

R5 R® y R’ son independientemente H, halo, CO,R8 CONR2R® o alquilo de Cy
opcionalmente sustituido con 1 a 6 4&tomos de fltor, en donde uno o dos atomos de carbono

del grupo alquilo de C, ¢ pueden reemplazarse opcionalmente por O;

R8® y R® son independientemente H o alquilo de C,.¢ opcionalmente sustituido con 1 a
6 atomos de fluor.

R? puede ser arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido u O-

arilo opcionalmente sustituido, en donde el sustituyente opcional es R3.

R2 puede ser arilo opcionalmente sustituido, O-arilo opcionalmente sustituido,
heteroarilo opcionalmente sustituido, heteroarilo monociclico opcionalmente sustituido o

heteroarilo biciclico opcionalmente sustituido, en donde el sustituyente opcional es R3.

R2 puede ser fenilo substituido opcionalmente con RS2, piridilo substituido
opcionalmente con R3, O-fenilo substituido opcionalmente con R3, indazolilo substituido

opcionalmente con R2 o piridazinilo substituido opcionalmente con R3.

R® puede ser H, halo, alquilo de C,.¢ opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de
flaor, cicloalquilo de Cs; opcionalmente sustituido con 1 a 6 4tomos de flior, alcoxi de Ci¢
opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de flaor, -CO,R% -CONHCH,R*%, -
CONHCH,CH,0R*, -OR* -OCH;R*, -CH,R* -OCH;R* -CH,CH,OR* -OCH,CH,OR*4, -
CONHR* 0 -CON(CH3)R%;

donde R* es H, alquilo de C,¢ opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de fldor, o

un grupo:
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R5 R® y R’ son independientemente H, halo, CO,R8, CONRS®R® o alquilo de Cy
opcionalmente sustituido con 1 a 6 atomos de flior, en donde uno o dos atomos de carbono

del grupo alquilo de C,¢ pueden reemplazarse opcionalmente por O;

R8 y R? son independientemente H o alquilo de C,4 opcionalmente sustituido con 1 a

6 atomos de flUor.

En los compuestos de la presente, R* puede ser H, metilo o puede seleccionarse del

grupo que consiste en:

\©\o/\/o\

CFR;3

< O

Q(N HZ
o
En los compuestos de la presente, R®, Ré y R” pueden ser independientemente H, CF3,
CONH, 0 -OCH,CH,0OCHjs.

CFR;s

En los compuestos de la presente, R8 y R® pueden ser independientemente H o metilo.
R3 puede ser OMe, CO,H, CO,Et, CON(CH3;),, CONHCH,CH,OCHs;, o seleccionado del grupo

que consiste en:

(0]
\‘/\[LN
H
/\©\CF3

3 &
¥

0

(

CF3
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CF3

CF3 ‘/\/O :
)\O\/O/ CF3
O
CF /lL
3 <N
.0 H NH
‘/\\ \/\O 2
(@]

En los compuestos de la presente, R? se puede seleccionar del grupo que consiste en:

.0
xO~""0 CF3

OMe

10
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O\/\Z

CF3

El compuesto puede ser un compuesto de la Férmula (1a) o (1b):

H
N—
/

H
N~N
N H  OH b H  OH
N N N\\ \ N
eS¢ =
R: 7y Yo RN o
B2 O , O

(1a); R (1b);

0 una sal o tautbmero del mismo, en donde R! y R? son como se definié anteriormente.

11
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En algunas realizaciones, el compuesto puede ser un compuesto de la férmula (1a):

N
=N
/
|

N H OH
1 / No
5 0

.

R
R (1a);

0 una sal o tautébmero del mismo, en donde R y R? son como se definié anteriormente.

El compuesto puede ser un compuesto de la Férmula (2a) o (2b):

N
=N
/

|

H
N~N
H OH / H OH
N, N N, | N
OB =N ¢t
Vi %O N 7 %O
O (0]
R R’

(2a); (2b);
0 una sal o tautbmero del mismo, en donde R2 es como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones, el compuesto puede ser un compuesto de la formula (2a):

N
=N
/

|

H OH
N, ;
\N N
o
5 o}
R (2a);

0 una sal o tautbmero del mismo, en donde R2 es como se definié anteriormente.

El compuesto puede ser un compuesto de la férmula (3a), (3b), (3c), (3d) o (3e):

N
=N
/

N noo P
YR
X
RN g °

RS

(3a); (3b);

12
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(3¢c); R (3d);

(3e);

0 una sal o tautébmero del mismo; en donde X, R' y R® son como se definié

anteriormente.

En algunas realizaciones, el compuesto puede ser un compuesto de la férmula (3a):

R (3a);

0 una sal o tautébmero del mismo; en donde X, R! y R® son como se definié

anteriormente.

El compuesto puede ser un compuesto de la formula (4a), (4b), (4c), (4d) o (4e):

13
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H H
N-N NN OH
/ H OH N
N N N N g
N
NS
O \ﬂo /e
0 (@]
XX
3 3 N
R (4a); R (4b);
N
~N
N/\ | H OH

ZT

H N N
o X
N N j 728N

R (4c); R (4d);

(4e);
0 una sal o tautdmero del mismo; en donde R3 es como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones, el compuesto puede ser un compuesto de la férmula (4a):

H

NN

N
N

H OH
NE&
O 7~ Y0
0
RS

(4a);

0 una sal o tautbmero del mismo; en donde R3 es como se definié anteriormente.

14
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El compuesto se puede seleccionar del grupo que consiste en:

H
i H  OH
H /
N |
N— -« N
H N H OH N
N—N . N ~
N, H  OH N 7~ Yo
\N)\©/ \ﬁ » %O O
o O
H
H N—N

N~ ’ H OH
A H o OH N N H
R N—
N SN
‘ \ﬁs O /;\‘o N, | N o
S S s
Yo
o!
o
H
07 N N
H
ol

H
N—N
/ H OH
N\\N | N . H\
) H  OH A H OH
S N N N,
7o N O \ﬁ °N N
0 Ve -
° 7~ Y0
® & °
o ®
S R N © H@ o OMe
H o X SN
N
o SN H OH
~N N
N/ \ H OH ‘N N
N
H \ﬁ\ O 7 (@)
N=N 7~ Y0 ©

H OH
N 0
A A ®
N
o (@)
CF

3
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H OH
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N

OH

ZT

0
o
CF3/©\CF3 CF,
H
N—

OH

H
H N O N\¢
N\N NG
, AN
OH N \ H OH O/ (6]

~o Vi o}
0
=
~N
Ne N0
SN
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N—

N H OH

N H

g
Ve
o

NS0
H,N H

0 una sal o tautomero del mismo.
El compuesto se puede seleccionar del grupo que consiste en:

3-((3-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((5-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-3-il)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)  amino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-3-
carboxilato de etilo;
N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-
bifenil]-4-carboxamida;
N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-
bifenil]-3-carboxamida;
3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-ilJamino)-N-(2-metoxietil)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-
[1,1'-bifenil]-4-carboxamida;
3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-N-(4-(2-metoxietoxi)bencil)-5'-(1H-
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida;
3-hidroxi-4-((3'-metoxi-5-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-3-il)Jamino)ciclobut-3-eno-1,2-
diona;
3-((3-etil-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
acido 3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-
3-carboxilico;
3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-N-(4-
(trifluorometil)bencil)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida;
3-((4-fluoro-3-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;

3-((4-cloro-3-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
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3-((5-(1H-tetrazol-5-il)-4'-(trifluorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)amino)-4-hidroxiciclobut-3-
eno-1,2-diona;
3-((3-(6-(benciloxi)piridin-3-il)-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-
1,2-diona;
3-hidroxi-4-((6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-il)amino)ciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-hidroxi-4-((6-fenil-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-il)amino)ciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(2-(4-(trifluorometil)bencil)-2H-indazol-5-il)fenil)amino)-4-
hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(6-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)piridin-3-il)fenil)amino)-4-
hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(2-bencil-2H-indazol-5-il)-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-
eno-1,2-diona;
3-hidroxi-4-((6-fenoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-il)Jamino)ciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(2-(2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etil)-2H-indazol-6-
il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-ciclopropil-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)Jamino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-indazol-5-il)-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-
diona;
3-((3-(6-(2-(3,5-bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi)piridin-3-il)-5-(1H-tetrazol-5-
ilfenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(6-(2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etoxi)piridin-3-il)fenil)amino)-4-
hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-((3-ciclohexil-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona;
3-hidroxi-4-((3-(piridazin-4-il)-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)ciclobut-3-eno-1,2-diona;
3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-ilJamino)-N,N-dimetil-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-
bifenil]-4-carboxamida;
N-(4-carbamoilbencil)-3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-ilJamino)-5'-(1H-tetrazol-

5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida;
0 una sal o tautbmero del mismo.

En algunas realizaciones, la sal del compuesto de la férmula (1) es una sal
farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, el compuesto es un compuesto que tiene la estructura:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el

compuesto es un compuesto que tiene la estructura:
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La presente descripcion también proporciona una sal de trometamina que tiene la

estructura:
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La presente descripcion también proporciona formas cristalinas del Compuesto A o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, la forma cristalina
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comprende acido libre del Compuesto A o sal de trometamina del Compuesto A.

En algunas realizaciones, la forma cristalina comprende la sal de trometamina del
Compuesto A. En algunas realizaciones, la sal de trometamina cristalina del Compuesto A es
un hidrato. En una realizacion, la sal de trometamina del Compuesto A cristalina es Hidrato |I.
En una realizacion, la sal de trometamina del Compuesto A cristalina se caracteriza por un
patrén de XRPD sustancialmente de acuerdo con la Figura 1. En una realizacion, la sal de
trometamina del Compuesto A cristalina se caracteriza por un patrén de XRPD que comprende
angulos de difracciona 3,9 +0,2,7,7+0,2,10,0+ 0,2y 15,8 + 0,2 °26, cuando se mide usando

radiacion de Cu Ka.

En una realizacién, la sal de trometamina del Compuesto A cristalina es Hidrato Il. En
una realizacion, la sal de trometamina del Compuesto A cristalina se caracteriza por un patron
de XRPD sustancialmente de acuerdo con la Figura 4. En una realizacion, la sal de
trometamina del Compuesto A cristalina se caracteriza por un patron de XRPD que comprende
angulos de difracciona 4,4+ 0,2, 14,4 £ 0,2y 23,9 + 0,2 °26, cuando se mide usando radiacién
de Cu Ka.

En algunas realizaciones, la forma cristalina comprende el Compuesto A (acido libre).
En algunas realizaciones, el Compuesto A cristalino (acido libre) es un hidrato. En algunas
realizaciones, el Compuesto A cristalino (acido libre) es el Patrén 1. En algunas realizaciones,

el Compuesto A cristalino (acido libre) es el Patrén 3.

En una realizacion, el acido libre del Compuesto A cristalino se caracteriza por un
patrén de XRPD sustancialmente de acuerdo con la Figura 7. En una realizacién, el acido libre
del Compuesto A cristalino se caracteriza por un patrén de XRPD sustancialmente de acuerdo

con la Figura 9.

Los compuestos descritos en la presente se pueden usar en terapia. Los compuestos

descritos en la presente se pueden usar en medicina.

Los compuestos se pueden usar como agonistas del receptor GPR35. Los compuestos
se pueden usar en la fabricacion de medicamentos. Los compuestos pueden ser para usarse
en el tratamiento, prevencion, mejora, control o reduccién del riesgo de trastornos asociados
con GPR35. Los compuestos se pueden usar en el tratamiento o prevencién de trastornos de
mastocitos, condiciones de dolor agudo y cronico y enfermedades asociadas con

enfermedades alérgicas o inflamatorias tanto en el sistema gastrointestinal como en el
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pulmoén.

Los compuestos se pueden wusar para tratar trastornos y condiciones
gastrointestinales, usando agentes que actian selectivamente en el receptor GPR35. Estos
incluyen, pero no se limitan a: alergia alimentaria, intolerancia alimentaria y trastornos
alérgicos, enfermedad celiaca, sintomas gastrointestinales asociados con mastocitosis
sistémica y otros trastornos relacionados con mastocitos (sindrome de activacion de
mastocitos, trastorno de mastocitos clonales, sindrome de activacion de mastocitos
monoclonales, urticaria idiopatica, anafilaxia idiopatica), colitis mastocitica, sindrome del
intestino irritable (IBS), trastornos de motilidad gastrointestinal, trastornos gastrointestinales
funcionales, enfermedad por reflujo gastroesofagico (GERD), reflujo duodenogastrico,
enfermedades diarreicas, gastroenteritis eosinofilica, esofagitis eosinofilica, diarrea infecciosa
(tal como Clostridium difficile, Salmonella, toxina de Shigella), colitis microscépica,
enfermedades gastrointestinales inmunomediadas, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enfermedad inflamatoria del intestino, dolor abdominal visceroso. En algunas realizaciones,
los compuestos se pueden usar para tratar el sindrome del intestino irritable (IBS), que incluye
IBS con estrefiimiento (IBS-C), IBS con diarrea (IBS-D) e IBS con habitos intestinales mixtos

(IBS-M). En algunas realizaciones, los compuestos se pueden usar para tratar IBS-D.

En algunas realizaciones, los compuestos se pueden usar para tratar la enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD). En algunas realizaciones, los compuestos se pueden usar para
tratar la enfermedad de Crohn. En algunas realizaciones, los compuestos se pueden usar para

tratar la colitis ulcerosa.

Los compuestos se pueden usar para tratar los sintomas de dolor asociados con la
enfermedad gastrointestinal y otras condiciones viscerales que incluyen enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis por radiacion, cistitis por
radiacion, enfermedad celiaca, enteropatia por gluten, cistitis por radiacién, cistitis intersticial,
sindrome de vejiga dolorosa; cancer, enfermedad por reflujo gastroesofagico, mucositis por
gquimioterapia y radioterapia, pancreatitis, prostatitis, dolor pélvico, endometriosis, hepatitis;

fibrosis hepética y cirrosis.

Los compuestos se pueden usar para tratar enfermedades y condiciones pulmonares.
Estos incluyen, pero no se limitan a, enfermedades pulmonares obstructivas cronicas, asma,
bronquitis crénica, fibrosis quistica, enfisema, tos idiopatica crénica, trastorno de las vias

respiratorias hiperactivas y fibrosis pulmonar idiopatica.
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La presente solicitud también proporciona un método de tratamiento de acuerdo con
cualquier uso del compuesto de la férmula (1) descrito en la presente. En algunas
realizaciones, se proporciona un método para tratar trastornos asociados con GPR35 en un
sujeto en necesidad del mismo, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (1) (por ejemplo, Compuesto A) o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el sujeto es un

humano.

En algunas realizaciones, el trastorno es enfermedad inflamatoria del intestino (IBD).
En algunas realizaciones, el trastorno es enfermedad de Crohn. En algunas realizaciones, el

trastorno es colitis ulcerosa.

En algunas realizaciones, el trastorno es sindrome del intestino irritable (IBS), que
incluye IBS con estrefiimiento (IBS-C), IBS con diarrea (IBS-D) e IBS con habitos intestinales

mixtos (IBS-M). En algunas realizaciones, el trastorno es IBS-D.
Definiciones

En esta solicitud, se aplican las siguientes definiciones, a menos que se indique lo

contrario.

El término "tratamiento"”, en relacion con los usos de cualquiera de los compuestos
descritos en la presente, incluidos los de la formula (1), se usa para describir cualquier forma
de intervencion en la que se administra un compuesto a un sujeto que padece 0 esté en riesgo
de padecer o potencialmente en riesgo de padecer la enfermedad o trastorno en cuestion. Por
lo tanto, el término “tratamiento” abarca tanto el tratamiento preventivo (profilactico) como el
tratamiento donde se muestran sintomas medibles o detectables de la enfermedad o

trastorno.

El término “cantidad terapéutica efectiva” (por ejemplo, en relacién con los métodos de
tratamiento de una enfermedad o condicidn) se refiere a una cantidad del compuesto que es
efectiva para producir un efecto terapéutico deseado. Por ejemplo, si la condicion es dolor,
luego la cantidad terapéutica efectiva es una cantidad suficiente para proporcionar un nivel
deseado de alivio del dolor. El nivel deseado de alivio del dolor puede ser, por ejemplo, la

remocién completa del dolor o una reduccién en la gravedad del dolor.

Los términos “alquilo” como en “alquilo de Cy¢", “cicloalquilo” como en “cicloalquilo de

Cs", “alcoxi” como en “alcoxi de Cy4", “arilo”, “heteroarilo”, “monociclico” y “biciclico” se usan
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todos en su sentido convencional (por ejemplo, como se define en el Libro de Oro de la

IUPAC), a menos que se indique lo contrario.

En la medida en que cualquiera de los compuestos descritos tenga centros quirales,
la presente invencion se extiende a todos los isbmeros 6pticos de estos compuestos, ya sea
en forma de racematos o0 enantibmeros resueltos. La invencion descrita en la presente se
refiere a todas las formas cristalinas, solvatos e hidratos de cualquiera de los compuestos
descritos, independientemente de como se preparen. En la medida en que cualquiera de los
compuestos descritos en la presente tiene centros acidos o basicos tal como grupos
carboxilatos 0 amino, luego todas las formas de sal de los compuestos se incluyen en la
presente. En el caso de los usos farmacéuticos, la sal debe considerarse como una sal

farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la invencién pueden existir en formas tautoméricas. Se va a
entender que cualquier referencia a un compuesto nombrado o un compuesto representado
estructuralmente pretende abarcar todos los tautobmeros de esto compuesto. Por ejemplo, el

compuesto de la férmula (1) abarca los tautobmeros que se muestran a continuacion:

HN— N~ HN—
NN H  OH o I H o OH o I H 0

NS N \N % N \\N % N

N =

'x H & 'x
X 0 Xy 0] Xy 0
R 0 R o) R HO
R2 R? R? y

Las sales o sales farmacéuticamente aceptables que se pueden mencionar incluyen
sales de adicion del acido y sales de adicion de base. Esas sales se pueden formar por medios
convencionales, por ejemplo, por reaccion de un acido libre o una forma de base libre de un
compuesto con uno o mas equivalentes de un acido o base apropiado, opcionalmente en un
solvente, 0 en un medio en el que la sal es insoluble, seguido de la remocién de el solvente,
o el medio, usando técnicas estandar (por ejemplo, in vacuo, por liofilizacion o por filtracién).
Las sales también se pueden preparar intercambiando un contraién de un compuesto en
forma de una sal con otro contraién, por ejemplo, usando una resina de intercambio iénico

adecuada.
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Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion de acido
derivadas de 4cidos minerales y acidos organicos, y sales derivadas de metales tal como
sodio, magnesio, potasio y calcio. Las sales de adicidén de base farmacéuticamente aceptables
representativas también incluyen, pero no se limitan a, aluminio, amonio, 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol  (TRIS, trometamina), arginina, benetamina  (N-
bencilfenetilamina), benzatina (N,N’-dibenciletilendiamina), bis-(2-hidroxietil)lamina, bismuto,
calcio, cloroprocaina, colina, clemizol (1-p clorobencil-2-pirrolildina-1'-ilmetilbencimidazol),
ciclohexilamina, dibenciletilendiamina, dietilamina, dietiltriamina, dimetilamina,
dimetiletanolamina, dopamina, etanolamina, etilendiamina, L-histidina, hierro, isoquinolina,
lepidina, litio, lisina, magnesio, meglumina (N-metilglucamina), piperazina, piperidina, potasio,
procaina, quinina, quinolina, sodio, estroncio, t-butilamina, y zinc. En una realizacion, las sales

de los compuestos descritos en la presente descripcion son sales de trometamina (TRIS).

Los ejemplos de sales de adicion de acido incluyen sales de adicion de &cido formadas
con &cido aceético, 2,2-dicloroacético, adipico, alginico, &cidos arilsulfénicos (por ejemplo,
bencenosulfonico, naftalen-2-sulfénico, naftalen-1,5-disulfénico y p-toluensulfénico),
ascorbico (por ejemplo, L-ascorbico), L-aspartico, benzoico, 4-acetamidobenzoico, butanoico,
(+) canférico, canfor-sulfénico, (+)-(1S)-canfor-10-sulfénico, caprico, caproico, caprilico,
cindmico, citrico, ciclamico, dodecilsulftrico, etan-1,2-disulfénico, etansulfénico, 2-
hidroxietansulfénico, formico, fumarico, galactéarico, gentisico, glucoheptdnico, glucénico (por
ejemplo, D-gluconico), glucurénico (por ejemplo, D-glucurdnico), glutamico (por ejemplo, L-
glutdmico), a-oxoglutarico, glicélico, hipurico, bromhidrico, clorhidrico, hidriédico, isetidnico,
lactico (por ejemplo, (+)-L-lactico y ( £ )-DL-Iactico), lactobidnico, maleico, malico (por ejemplo,
(-)-L-malico), malbnico, ( * )-DL-mandélico, metafosforico, metansulfénico, 1-hidroxi-2-
naftoico, nicotinico, nitrico, oleico, orético, oxalico, palmitico, pamoico, fosférico, propidnico,
L-piroglutdmico, salicilico, 4-amino-salicilico, sebacico, estearico, succinico, sulfirico, tanico,

tartarico (por ejemplo,(+)-L-tartarico), tiocianico, acidos undecilénico y valérico.

También se incluye cualquier solvato de los compuestos y sus sales. Los solvatos
preferidos son solvatos formados por la incorporacion en la estructura de estado sélido (por
ejemplo, estructura cristalina) de los compuestos de la invencién de moléculas de un solvente
farmacéuticamente aceptable no téxico (denominado a continuacion como el solvente de
solvatacion). Los ejemplos de estos solventes incluyen agua, alcoholes (tal como etanol,
isopropanol y butanol) y dimetilsulféxido. Los solvatos se pueden preparar al recristalizar los
compuestos de la invencion con un solvente o mezcla de solventes que contienen el solvente

de solvatacion. Ya sea que se ha formado o no un solvato en cualquier caso dado al someter
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los cristales del compuesto a analisis usando técnicas conocidas y estandar tal como andlisis

termogravimeétrico (TGA), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y cristalografia de rayos X.

Los solvatos pueden ser solvatos estequiométricos o0 no estequiométricos. Los
solvatos particulares pueden ser hidratos, y los ejemplos de hidratos incluyen hemihidratos,
monohidratos y dihidratos. Para un andlisis mas detallado de los solvatos y los métodos
usados para prepararlos y caracterizarlos, ver Bryn et al, Solid-State Chemistry of Drugs,
Segunda Edicién, publicada por SSCI, Inc de West Lafayette, IN, EE. UU., 1999, ISBN 0-967-
06710-3.

El término “composicion farmacéutica” en el contexto de la presente invencion significa
una composicion que comprende un agente activo y que comprende adicionalmente uno o
mas portadores farmacéuticamente aceptables. La composicion puede contener ademas
ingredientes seleccionados de, por ejemplo, diluyentes, adyuvantes, excipientes, vehiculos,
agentes conservadores, cargas, agentes desintegradores, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes de suspension, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes
perfumadores, agentes antibacterianos, agentes antifingicos, agentes lubricantes y agentes
dispersantes, dependiendo de la naturaleza del modo de administracion y las formas de
dosificacién. Las composiciones pueden tomar la forma, por ejemplo, de tabletas, grageas,
polvos, elixires, jarabes, preparaciones liquidas que incluyen suspensiones, aerosoles,
inhalantes, tabletas, grageas, emulsiones, soluciones, sellos, granulos, capsulas y
supositorios, asi como preparaciones liquidas para inyecciones, que incluyen preparaciones

de liposomas.

Los compuestos de la invencion pueden contener una o mas sustituciones isotépicas,
y una referencia a un elemento particular incluye dentro de su alcance todos los is6topos del
elemento. Por ejemplo, una referencia al hidrégeno incluye dentro de su alcance 'H, ?H (D) y
3H (T). De manera similar, las referencias a carbono y oxigeno incluyen dentro de su alcance
respectivamente 12C, 13C y 1“C y 160 y 180. De manera analoga, una referencia a un grupo
funcional particular también incluye dentro de su alcance variaciones isotépicas, a menos que
el contexto indique lo contrario. Por ejemplo, una referencia a un grupo alquilo tal como un
grupo etilo o un grupo alcoxi tal como un grupo metoxi también cubre variaciones en las que
uno o mas de los atomos de hidrogeno en el grupo esta en forma de un is6topo de deuterio o
tritio, por ejemplo, como en un grupo etilo en el que los cinco atomos de hidrogeno estan en
la forma isotdpica de deuterio (un grupo perdeuteroetilo) o un grupo metoxi en el que los tres
atomos de hidrégeno estan en la forma isotdpica de deuterio (un grupo trideuterometoxi). Los
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is6topos pueden ser radiactivos o no radiactivos.

Las dosis terapéuticas pueden variar dependiendo de los requisitos del paciente, la
gravedad de la condicion que se trata y el compuesto que se emplea. La determinacion de la
dosis adecuada para una situacion particular esta dentro de la habilidad de la técnica. En
general, el tratamiento se inicia con dosificaciones mas pequefias que son menores que la
dosis 6ptima del compuesto. En lo sucesivo, la dosificacion se incrementa en pequefios
incrementos hasta que se alcance el efecto 6ptimo bajo las circunstancias. Por conveniencia,
la dosificacion diaria total se puede dividir y administrar en partes durante el dia si asi se

desea.

La magnitud de una dosis efectiva de un compuesto, por supuesto, variara con la
naturaleza de la severidad de la condicion a ser tratada y con el compuesto particular y su via
de administracion. La seleccion de las dosificaciones apropiadas estéa dentro de la capacidad
de un experto en la técnica, sin una carga indebida. En general, el intervalo de dosis diaria
puede ser de aproximadamente 10 pg a aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal de
un ser humano y un animal no humano, preferentemente de aproximadamente 50 ug a
aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal de un ser humano y un animal no humano,
por ejemplo de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal
de un ser humano y un animal no humano, por ejemplo de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal de un ser humano y un animal no humano,
por ejemplo de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal
de un ser humano y un animal no humano y mas preferentemente de aproximadamente 100
Mg a aproximadamente 1 mg por kg de peso corporal de un ser humano y un animal no

humano.
Formulaciones farmacéuticas

Aunque es posible que el compuesto activo se administre solo, es preferible

presentarlo como una composicién farmacéutica (por ejemplo, formulacion).

Por consiguiente, en algunas realizaciones de la invencién, se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de la Férmula (1) o una
sal del mismo como se definié anteriormente conjuntamente con al menos un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

El o los excipientes farmacéuticamente aceptables se pueden seleccionar de, por
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ejemplo, portadores (por ejemplo, un portador sélido, liquido o semisoélido), adyuvantes,
diluyentes (por ejemplo, diluyentes sélidos tal como rellenos o agentes de carga; y diluyentes
liquidos tal como solventes y cosolventes), agentes de granulacion, aglutinantes, adyuvantes
de flujo, agentes de recubrimiento, agentes de control de la liberacién (por ejemplo, polimeros
0 ceras retardantes o retardantes de la liberacion), agentes aglutinantes, desintegrantes,
agentes amortiguadores, lubricantes, conservadores, agentes antifingicos y antibacterianos,
antioxidantes, agentes amortiguadores, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes
espesantes, agentes saborizantes, edulcorantes, pigmentos, plastificantes, agentes de
enmascaramiento del sabor, estabilizantes o cualquier otro excipiente usado

convencionalmente en composiciones farmacéuticas.

El término “farmacéuticamente aceptable” como se usa en la presente significa
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son, dentro del
alcance del buen juicio médico, adecuados para usarse en contacto con los tejidos de un
sujeto (por ejemplo, un sujeto humano) sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u
otro problema o complicacion, proporcional a una relacion beneficio/riesgo razonable. Cada
excipiente también debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros

ingredientes de la formulacion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen compuestos de la Formula (1) se
pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas, ver, por ejemplo, Remington 's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA, EUA. Las composiciones
farmacéuticas pueden estar en cualquier forma adecuada para administracion oral, parenteral,
intravenosa, intramuscular, intratecal, subcutanea, tdpica, intranasal, intrabronquial,

sublingual, bucal, oftdlmica, ética, rectal, intravaginal o transdérmica.

Las formas de dosificacion farmacéuticas adecuadas para administracion oral incluyen
tabletas (recubiertas o no recubiertas), capsulas (cubierta dura o blanda), comprimidos
oblongos, pildoras, pastillas para chupar, jarabes, soluciones, polvos, granulos, elixires y

suspensiones, tabletas sublinguales, obleas o parches tal como parches bucales.

La composicién puede ser una composicion de tableta o una composicion de capsula.
Las composiciones de tabletas pueden contener una dosificacion unitaria de compuesto activo
conjuntamente con un diluyente o portador inerte tal como un azucar o alcohol de azucar, por
ejemplo; lactosa, sacarosa, sorbitol o manitol; y/o un diluyente no derivado de azucar tal como
carbonato de sodio, fosfato de calcio, carbonato de calcio o una celulosa o derivado de la

misma tal como celulosa microcristalina (MCC), metilcelulosa, etilcelulosa,
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hidroxipropilmetilcelulosa y almidones tal como almiddon de maiz. Las tabletas también pueden
contener ingredientes estandar tal como agentes aglutinantes y de granulacion tal como
polivinilpirrolidona, desintegrantes (por ejemplo, polimeros reticulados hinchables tal como
carboximetilcelulosa reticulada), agentes lubricantes (por ejemplo, estearatos), conservadores
(por ejemplo, parabenos), antioxidantes (por ejemplo, BHT), agentes amortiguadores (por
ejemplo, amortiguadores de fosfato o citrato) y agentes efervescentes tal como mezclas de
citrato/bicarbonato. Estos excipientes son bien conocidos y no es necesario analizarlos en

detalle aqui.

Las tabletas pueden disefiarse para liberar el farmaco ya sea en contacto con fluidos
estomacales (tabletas de liberacién inmediata) o para liberar de manera controlada (tabletas
de liberacion controlada) durante un periodo de tiempo prolongado o con una region

especifica del tracto Gl.

Las composiciones farmacéuticas comprenden habitualmente de aproximadamente 1
% (p/p) a aproximadamente 95 % (p/p) de ingrediente activo y de 99 % (p/p) a 5 % (p/p) de
un excipiente farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, como se definié anteriormente) o
combinacion de estos excipientes. Preferentemente, las composiciones comprenden de
aproximadamente 20 % (p/p) a aproximadamente 90 % (p/p) de ingrediente activo y de 80 %
(p/p) a 10 % (p/p) de un excipiente farmacéutico o combinacién de excipientes. Las
composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 1 % (p/p) a
aproximadamente 95 % (p/p), preferiblemente de aproximadamente 20 % (p/p) a
aproximadamente 90 % (p/p), de ingrediente activo. Las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la invencién pueden estar, por ejemplo, en forma de dosis unitaria, tal como en
forma de ampollas, viales, supositorios, jeringas precargadas, grageas, polvos, tabletas o

capsulas.

Las tabletas y capsulas pueden contener, por ejemplo, 0-20 % (p/p) de desintegrantes,
0-5 % (p/p) de lubricantes, 0-5 % (p/p) de adyuvantes de flujo y/o 0-99 % (p/p) de rellenos/ o
agentes de carga (dependiendo de la dosis del farmaco). También pueden contener 0-10 %
(p/p) de aglutinantes poliméricos, 0-5 % (p/p) de antioxidantes, 0-5 % (p/p) de pigmentos. Las
tabletas de liberacion lenta contendran ademas habitualmente 0-99 % (p/p) de polimeros
controladores de la liberacién (por ejemplo, retardantes) (dependiendo de la dosis). Los
recubrimientos de pelicula de la tableta o capsula habitualmente contienen 0-10 % (p/p) de

polimeros, 0-3 % (p/p) de pigmentos y/o 0-2 % (p/p) de plastificantes.

La composicibn puede ser una composicion parenteral. Las formulaciones
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parenterales pueden contener 0-20 % (p/p) de amortiguadores, 0-50 % (p/p) de cosolventes
y/o 0-99 % (p/p) de Agua para inyeccion (WFI) (dependiendo de la dosis y si se liofiliza). Las
formulaciones para depésitos intramusculares también pueden contener 0-99 % (p/p) de

aceites.

La composicion puede estar en una forma adecuada para administracion intranasal o
intrabronquial. Estas composiciones deben ser adecuadas para la atomizacion, lo que permite
la inhalacién a través de la boca y facilita la absorcién a través de la membrana mucosa

delgada que recubre las fosas nasales.

Muchos farmacos que se administran por via oral también se pueden administrar por
via rectal como un supositorio. La composicién puede estar en una forma adecuada para
administracion rectal. En esta forma, la composicion puede comprender una sustancia cerosa
gue se disuelve o licua después de insertarse en el recto. Estas composiciones se pueden
prescribir para personas que no pueden tomar un farmaco por via oral porque tienen nauseas,
no pueden tragar o tienen restricciones para comer, como es el caso antes y después de

muchas operaciones quirurgicas.

Las formulaciones farmacéuticas se pueden presentar a un paciente en "envases para
pacientes" que contienen un ciclo completo de tratamiento en un envase individual,

generalmente un envase tipo blister.

Los compuestos de la Férmula (1) generalmente se presentardn en forma de
dosificacién unitaria y, como tal, habitualmente contendran suficiente compuesto para
proporcionar un nivel deseado de actividad bioldgica. Por ejemplo, una formulacion puede
contener de 1 nanogramo a 2 gramos de ingrediente activo, por ejemplo, de 1 nanogramo a
2 miligramos de ingrediente activo. Dentro de estos intervalos, los subintervalos particulares
del compuesto son 0,1 miligramos a 2 gramos de ingrediente activo (mas generalmente de 10
miligramos a 1 gramo, por ejemplo, 50 miligramos a 500 miligramos), 0 1 microgramo a 20
miligramos (por ejemplo, 1 microgramo a 10 miligramos, por ejemplo, 0,1 miligramos a 2

miligramos de ingrediente activo).

Para composiciones orales, una forma de dosificacion unitaria puede contener de 1
miligramo a 2 gramos, mas habitualmente de 10 miligramos a 1 gramo, por ejemplo de 50

miligramos a 1 gramo, por ejemplo de 100 miligramos a 1 gramo, de compuesto activo.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden una forma
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cristalina de acido libre del Compuesto A o sal de trometamina del Compuesto A. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden una forma cristalina de &cido
libre del Compuesto A. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas

comprenden una forma cristalina de sal de trometamina del del Compuesto A.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden la sal de
trometamina del Compuesto A Hidrato |I. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas comprenden la sal de trometamina del Compuesto A Hidrato Il. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden la sal de trometamina del

Compuesto A Hidrato | y la sal de trometamina del Compuesto A Hidrato I.

El compuesto activo se administrara a un paciente en necesidad del mismo (por
ejemplo, un paciente humano o animal) en una cantidad suficiente para lograr el efecto
terapéutico deseado (cantidad efectiva). Las cantidades precisas de compuesto administrado

se pueden determinar por un médico supervisor de acuerdo con los procedimientos estandar.
Métodos para la preparacién de compuestos de la Férmula (1)

Los compuestos de la férmula (1) se pueden preparar de acuerdo con métodos
sintéticos como se describe en la presente, algunos de los cuales seran conocidos por el
experto en la técnica. La invencion proporciona un proceso para la preparacion de un

compuesto como se define en la férmula (1) anterior.

Los compuestos de la formula (1) se pueden preparar como se describe en el Esquema

de Reaccion 1 a continuacion.
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Esquema de Reaccion 1

Por lo tanto, los nitrilos amino aromaticos sustituidos de la férmula (2), que estan
comercialmente disponibles o son facilmente accesibles a partir de materiales comerciales,
se convierten en compuestos intermedios de tetrazol de la formula (3), habitualmente en la
presencia de azida de sodio y cloruro de amonio o cloruro de zinc, en solventes tal como DMF,
DMSO o 2-propanol, y se calientan a temperaturas en el intervalo de 110-130 °C. De manera
alternativa, se puede acceder a los tetrazoles de la formula (3) a partir de 3-nitrobenzonitrilos
sustituidos de la formula (5), que estan comercialmente disponibles o son faciimente
accesibles a partir de materiales comerciales. La conversion de la funcion nitrilo para
proporcionar los tetrazoles correspondientes de la formula (6) se realiza como anteriormente,
y la posterior reduccion del grupo nitro se ve afectada habitualmente por el polvo de zinc en
presencia de cloruro de amonio en 1,4-dioxano y agua mientras se calienta a reflujo. El grupo
anilina de los compuestos de la férmula (3) se funcionaliza luego por reaccién con escuarato
de dietilo en la presencia de una base, habitualmente trietilamina, en solventes tal como EtOH
0 DCM. La funcién éster de los escuaratos de la férmula (4) luego se hidroliza, habitualmente
realizada en una mezcla de HCl acuoso y THF a temperaturas suaves, habitualmente 60 °C,
para dar los Ejemplos de la formula (1). Alternativamente, las anilinas sustituidas de la formula
(3) se pueden convertir directamente en Ejemplos de la formula (1) mediante tratamiento con

acido escuarico, con condiciones que comprenden habitualmente agua a reflujo.

De manera alternativa, los compuestos de la férmula (1) se pueden preparar como se
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describe en el Esquema de Reaccion 2 a continuacion. Los compuestos intermedios de
bromuro de arilo de la férmula (8) se pueden preparar a partir de amino anilinas de la formula
(7) como se describe en el Esquema de Reaccion 1. La reaccidon de Suzuki posterior entre
bromuros de arilo de la formula (8) y un compafiero de acoplamiento de acido bordnico o éster
borénico adecuado (R = H o alquilo) obtiene los Ejemplos de la formula (1). La reaccion de
Suzuki se lleva a cabo habitualmente bajo irradiacién de microondas en la presencia de una
base, tal como K,COs; y una fuente catalitica de paladio, tal como [1,1'-Bis(di-terc-
butilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll), en un sistema solvente adecuado, habitualmente una
combinacion de MeCN y H,0.

HN- , HN~
N NN v o~ reaccion de NN H  OH
N N N ; N N
| — = | Suzuki |
R X — RO )0 ROX g o
Br Br R*B(OR), R?

(7) (8) (1)

Esquema de Reaccion 2

El Esquema de Reaccidén 3 muestra una variacion para la preparaciéon de compuestos
de la formula (1), mediante el cual R? es un fenilo opcionalmente sustituido con -CONHCH,R*,
-CONHCH,CH,0OR?, -CONHR* 0 -CON(CH3)R*. Los compuestos de acido biaril carboxilico de
la formula (9) son facilmente accesibles a partir de 3-amino-5-bromobenzonitrilo comercial (7)
y se convierten en los compuestos de tetrazol correspondientes de la férmula (10) como se
describe en el Esquema de Reaccion 1. El grupo anilina de los compuestos intermedios de la
férmula (10) luego se funcionalizan como se describe en el Esquema de Reaccion 1. El grupo
acido carboxilico de los compuestos de la férmula (11) luego se convierte en amidas en la
presencia de una amina adecuada, agente de acoplamiento tal como hexafluorofosfato de 3-
oxido de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio, una base tal como N,N-
diisopropiletilamina y un solvente tal como DMF. La funcién éster de ciclobut-3-eno-1,2-dionas
de la férmula (12) luego se hidroliza para obtener Ejemplos de la formula (13) (correspondiente
a la férmula (1) mediante la cual R? es un fenilo opcionalmente sustituido con -CONHCH,R*,
-CONHCH,CH,0R?*, -CONHR* 0 -CON(CH3)R%).
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En circunstancias mediante las cuales X es Ny R* es H, los compuestos de la férmula

(2b) se pueden preparar como se describe en el Esquema de Reaccién 4. Por consiguiente,
el 2,6-dicloroisonicotinonitrilo comercial (14) se somete a una reaccion de SyAr con (4-
metoxifenil)metanamina en un solvente tal como NMP con calentamiento a temperaturas en
el intervalo de 110-120 °C. La funcion nitrilo de los compuestos intermedios de la formula (15)
se convierte luego en grupos tetrazol como se describe en el Esquema de Reaccién 1. Cuando
R? es un grupo alcoxi o fenoxi, el grupo cloro de la piridina (16) se desplaza por un alcohol o
alcoxido metalico adecuado (por ejemplo, NaOMe) en presencia o ausencia de una base tal
como K,COs, en un solvente tal como DMSO y a temperaturas que varian de temperatura
ambiente a 120 °C para dar compuestos sustituidos con alcoxi o fenoxi (17). Alternativamente,
cuando R? es fenilo, una reaccion de Suzuki entre el cloruro de piridilo de la férmula (16) y el
acido o éster fenil borénico apropiado obtiene el compuesto intermedio (17). La reaccion de
Suzuki se lleva a cabo habitualmente en la presencia de una base tal como K,COg, y una
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fuente catalitica de paladio, habitualmente [1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll),
en un solvente tal como 1,4-dioxano, a temperaturas de 120 °C. Se entendera por el experto
en la técnica que el orden de los pasos como se establece en el Esquema 4 se puede
completar en una secuencia diferente a la mostrada, sin afectar el éxito general de la sintesis
del compuesto deseado de la férmula (2b). La desproteccion de la funcion amino de
compuestos de la formula (17) se logra luego mediante tratamiento con acido, habitualmente
TFA a 70 °C. La conversién de los Compuesto Intermedios de la Formula (18) para dar los

Ejemplos de la Formula (2b) se logra luego como se describe en el Esquema de Reaccién 1.

N o o formacion
S SnAr Na H\/@ de tetrazol l\*(r\r \/@
_N =

|
& _N

Cl
(14) (15) (16)

reaccion de
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N, | R P N, | NH. N, | H\/@/
N X ﬂ N ~N2  Desproteger N X
8]

=N - =N
lo]
R, R? R?
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Esquema de Reaccion 4

En ciertas reacciones descritas anteriormente, puede ser necesario proteger uno o
MAs grupos para evitar que la reaccién tenga lugar en una ubicacién indeseable en la
molécula. Se pueden encontrar ejemplos de grupos protectores y métodos de proteccién y
desprotecciéon de grupos funcionales en Greene's Protective Groups in Organic Synthesis,
Quinta edicion, Editor: Peter G. M. Wuts, John Wiley, 2014, (ISBN:9781118057483).

Los compuestos elaborados mediante los métodos anteriores se pueden aislar y
purificar mediante cualquiera de una variedad de métodos bien conocidos por los expertos en
la técnica y los ejemplos de estos métodos incluyen técnicas de recristalizacion y
cromatografia tal como cromatografia en columna (por ejemplo, cromatografia ultrarrapida),
HPLC y SFC.

Procedimientos generales
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Cuando no se incluyen vias preparativas, el compuesto intermedio correspondiente
esta comercialmente disponible. Los reactivos comerciales se usaron sin purificacion
adicional. Los compuestos finales y los compuestos intermedios se nombran usando
ChembDraw Professional, Version 17.0.0.206 (121). La temperatura ambiente (TA) se refiere
a aproximadamente 20-27 °C. Los espectros de RMN 1H se registraron a 400 o0 500 MHz en
un instrumento Bruker, Varian o Jeol. Los valores de cambio quimico se expresan en partes
por millén (ppm), es decir, valores de (8)- en relacion con los siguientes solventes: cloroformo-
d = 7,26 ppm, DMSO-d6 = 2,50 ppm, metanol-d4 = 3,31 ppm. Se usan las siguientes
abreviaturas para la multiplicidad de las sefiales de RMN: s=singlete, br=ancho, d=doblete,
t=triplete, g=cuartete, m=multiplete. Las constantes de acoplamiento se listan como valores J,
medidos en Hz. Los resultados de RMN y espectroscopia de masas se corrigieron para tener
en cuenta los picos de fondo. La cromatografia se refiere a la cromatografia en columna
realizada usando 60 — 120 malla o 40 — 633 pym, gel de silice de 60 A y ejecutada bajo
condiciones de presion de nitrdgeno (cromatografia instantanea). Las reacciones mediadas
por microondas se realizaron en reactores de microondas Biotage Initiator o CEM Discover.

Analisis de LCMS

El analisis de LCMS de los compuestos se realiz6 bajo condiciones de

electropulverizacion usando los instrumentos y métodos que se dan a continuacion:
LCMS Método A

Instrumentos: HP 1100 con G1315A DAD, Micromass ZQ; Columna: Phenomenex
Gemini-NX C-18, 3 micras, 2,0 x 30 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,00/2,
0,10/2, 2,50/95, 3,50/95; Solventes: solvente A = 2,5 L H,O + 2,5 mL amoniaco al 28% en
solucion de H,O; solvente B = 2,5 L MeCN + 135 mL H,O + 2,5 mL amoniaco al 28% en
solucion de H,0. Volumen de inyeccion 1 pL; Deteccién UV 230 a 400 nm; Deteccién de masa
130 a 800 AMU; temperatura de la columna 45 °C; Velocidad de flujo 1,5 mL/min.

LCMS Método B

Instrumentos: Agilent 1260 Infinity LC con Detector de matriz de diodos, Agilent 6120B
Single Quadrupole MS con fuente API-ES; Columna: Phenomenex Gemini-NX C-18, 3 micras,
2,0 x 30 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,00/5, 2,00/95, 2,50/95, 2,60/5,
3,00/5; Solventes: solvente A =25 L H,O + 2,5 mL 28 % NH; en H,O; solvente B =25 L
MeCN + 129 mL H,O + 2,7 mL de (28 % NH3 en H,0); volumen de inyeccién 0,5 pL; deteccion
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UV 190 a 400 nm; deteccidon de masa 130 a 800 AMU; temperatura de columna 40 °C;
Velocidad de flujo 1,5 mL/min.

LCMS Métodos Cy D

Instrumentos: Agilent 1260 Infinity LC con Detector de matriz de diodos, Agilent 6120B
Single Quadrupole MS con fuente API-ES; Columna: Restek, Penta Fluoro Fenil Propilo, 3
micras, 2,1 x 30 mm. Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: Método C: 0,00/5, 2,00/95,
2,50/95, 2,60/5, 3,00/5 o Método D: 0,00/2, 0,1/2, 8,4/95, 10/95, 10,1/2, 12/2; Solventes:
solvente A = agua (2,5 L) con 2,5 mL de acido férmico; Solvente B = MeCN (2,5 L) con 125
mL de aguay 2,5 mL de acido formico. Volumen de inyeccion 0,5 pL; detecciéon UV 190 a 400
nm; deteccion de masa 130 a 800 AMU; temperatura de la columna 40 °C; Velocidad de flujo
1,5 mL/min.

LCMS Método E

Instrumentos: Waters Acquity Clase H, Matriz de fotodiodos, SQ Detector; Columna:
BEH C18, 1,7 micras, 2,1 x 50 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,00/5,
0,40/5, 0,8/35, 1,20/55, 2,50/100, 3,30/100 4,00/5; Solventes: solvente A = acetato de
ammonio 5 mMy acido férmico al 0,1 % en H,O; solvente B = acido férmico al 0,1 % en MeCN;
Volumen de inyeccion 2 uL; deteccion UV 200 a 400 nm; deteccion de masas 100 a 1200

AMU; columna a temperatura ambiente; Velocidad de flujo 0,55 mL/min.
LCMS Método F

Instrumentos: Serie Agilent 1100 con DAD/ELSD, espectrometro de masas Agilent
LC\MSD VL (G1956A), SL (G1956B); Columna: Zorbax SB-C18, 1,8 micras, 4,6 x 15 mm;
Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,0/0, 1,5/100, 1,8/100, 1,81/0; Solventes:
solvente A = agua Yy &cido férmico al 0,1 %; solvente B = MeCN y acido férmico al 0,1 %;
Volumen de inyeccién 1 pL; Deteccion UV de 200 a 400 nm; Deteccién de masa 80-1000

AMU; columna a temperatura ambiente; Velocidad de flujo 3,0 mL/min.
LCMS Método G

Instrumentos: Waters 2690 con Detector PDA 996, espectrémetro de masas Acquity
QDA,; Columna: X-BRIDGE C18, 5,0 micras, 4,6 x 100 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente
B en A (%)]: 0,0/10, 1,0/10, 5,0/100, 7,0/100, 7,50/10, 8,0/10; Solventes: solvente A = acido

férmico al 0,1 % y bicarbonato de amonio 10 mM en agua; solvente B = MeCN; volumen de
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inyeccion 1 pL; deteccion UV 190 a 800 nm; deteccion de masas 30-1250 AMU; temperatura

de la columna 35 °C; Velocidad de flujo 1,2 mL/min.
LCMS Método H

Instrumentos: Waters Acquity Clase H con matriz de fotodiodos, espectrometro de
masas SQ Detector; Columna: BEH C18, 1,7 micras, 2,1 x 50 mm; Gradiente [tiempo
(min)/solvente B en A (%)]: 0,0/5, 0,4/5, 0,8/35, 1,2/55, 2,5/100, 3,3/100, 3,31/5, 4,0/5;
solventes: solvente A = 4cido férmico al 0,1 % y acetato de amonio 5 mM en agua; solvente
B = acido formico al 0,1 % en MeCN; volumen de inyeccion 1 yL; deteccién UV de 200 a 400
nm; deteccion de masas 100-1200 AMU; columna a temperatura ambiente; Velocidad de flujo
0,55 mL/min.

LCMS Métodos | Y J

Instrumentos para el Método I: Shimadzu Nexera con matriz de fotodiodos,
espectrometro de masas LCMS-2020 o instrumentos para el método J: Agilent 1290 RRLC
con Matriz de fotodiodos, espectrometro de masas Agilent 6120; Columna: X-BRIDGE C18,
3,5 micras, 4,6 x 50 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,0/5, 5,0/90, 5,8/95,
7,20/95, 7,21/5, 10,0/5; Solventes: solvente A = amoniaco al 0,1 % en agua; solvente B =
amoniaco al 0,1 % en MeCN; volumen de inyeccién 1 pL; deteccién UV 200 a 400 nm;
deteccion de masas 60-1000 AMU; columna a temperatura ambiente; Velocidad de flujo 1,0

mL/min.
LCMS Método K

Instrumentos: Waters 2690 con Detector PDA 996, espectrémetro de masas Acquity
QDA; Columna: X-BRIDGE C18, 5,0 micras, 4,6 x 100 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente
B en A (%)]: 0,0/10, 3,0/10, 6,0/100, 7,0/100, 7,01/10, 10,0/10; Solventes: solvente A = 4cido
férmico al 0,1 % en agua; solvente B = MeOH; Volumen de inyeccion 1 uL; Deteccién UV 190
a 800 nm; Deteccion de masa 30-1250 AMU; temperatura de la columna 35 °C; Velocidad de

flujo 1,0 mL/min.
LCMS Método L

Instrumentos: Shimadzu LCMS-2010 EV con Shimadzu SPD-M20A PDA,
espectrémetro de masas de un cuadrupolo individual; Columna: Atlantis C18, 3,0 micras, 4,6
x 50 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,0/30, 3,0/90, 6,0/90, 6,1/30;
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Solventes: solvente A = 4cido férmico al 0,1 % en agua; solvente B = MeCN; volumen de
inyeccion 1 pL; deteccion UV 254 nm; deteccion de masas 80-800 AMU; temperatura de la

columna 40 °C; Velocidad de flujo 0,8 mL/min.
LCMS Método M

Instrumentos: Shimadzu LCMS-2010 EV con Shimadzu SPD-M20A PDA,
espectrémetro de masas de un cuadrupolo individual, Columna: Envase Capcell C18, 3,0
micras, 4,6 x 150 mm; Gradiente [tiempo (min)/solvente B en A (%)]: 0,0/30, 5,0/98, 9,5/98,
11,5/3, 12/3; Solventes: solvente A = acido férmico al 0,1 % en agua; solvente B = MeCN;
volumen de inyeccion 1 pyL; deteccibn UV 254 nm; deteccibn de masas 80-800 AMU,;

temperatura de la columna 40 °C; Velocidad de flujo 0,8 mL/min.
Abreviaturas
Bn = bencilo
CDI = carbonildiimidazol
DCM = diclorometano
DIPEA = N,N-diisopropiletilamina
DMF = dimetilformamida
DMSO = dimetil sulféxido
ESI = ionizacién por electropulverizacion
EtOAc = acetato de etilo
EtOH = etanol
h = hora(s)

HATU = hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridinio

H,O = agua

HCI = cloruro de hidrégeno, acido clorhidrico
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HPLC (prep) = cromatografia liquida de alto rendimiento (preparativa)

IPA = propan-2-ol

K,CO; = carbonato de potasio

LC = cromatografia liquida

MeCN = acetonitrilo

MeOH = metanol

min(s) = minuto(s)

MS = espectrometria de masa

nm = nanémetro(s)

NMP = N-metil-2-pirrolidona

RMN = resonancia magnética nuclear
POCI; = oxicloruro de fosforo

TA = temperatura ambiente

sat. = saturado(a)

SFC = cromatografia de fluidos supercriticos
TEA =trietilamina

TFA = &cido trifluoroacético

THF = tetrahidrofurano

TLC = cromatografia de capa fina

Procedimientos sintéticos generales para los compuestos intermedios

Via 1l

Confidencial

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 3,5-amino-[1,1'-
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bifenil]-3-carbonitrilo

j(OH)u
N N
[ //] S NH
NS;T,\% _NH, Compuesto Intermedio 2 S
\f Paso (i) _ %H
Br S

Compuesto Intermedio 1 Compuesto Intermedio 3

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 1, 3-amino-5-bromobenzonitrilo
(200 mg, 1,02 mmol), Compuesto Intermedio 2, acido fenilborénico (161 mg, 1,32 mmol),
K,CO; (281 mg, 2,03 mmol) y Pd(Ph3P), (60 mg, 0,05 mmol) en 1,4-dioxano (4 mL) y agua (1
mL) se calent6é a 100 °C bajo irradiacion de microondas durante 3 horas, después de lo cual
se diluy6 con EtOAc y agua. Los organicos se separaron, se lavaron con salmuera, se secaron
mediante el paso a través de una frita hidréfoba y se concentraron. El material crudo se purificd
por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0
% a 45 %) en PE para obtener el Compuesto Intermedio 3, 5-amino-[1,1'-bifenil]-3-
carbonitrilo (165 mg, 0,85 mmol, 85 % de rendimiento) como un sélido naranja. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Via 2

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 5, 3'-amino-5'-(1H-
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de etilo

N-N
N N’f i

= NH; \N NH,
- H
O Paso (i) O
—_—
O OFEt ‘ OEt
(o]

0

Compuesto Intermedio 4 Compuesto Intermedio 5

Paso (i): A una solucién del Compuesto Intermedio 4, 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-
3-carboxilato de etilo (73 mg, 0,27 mmol) en DMF (0,5 mL) se adicion6 NaN; (36 mg, 0,55
mmol) y NH,CI (30 mg, 0,55 mmol). La mezcla se calenté a 130 °C durante 3 horas, después
de lo cual se enfri6 a TA y se acidificé a pH 3-4 con HCI 1 M (ac.). El precipitado se recolectd
por filtracién y se sec6 bajo vacio para obtener el Compuesto Intermedio 5, 3'-amino-5'-(1H-

tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de etilo (76 mg, 0,25 mmol, 91 % de rendimiento) como
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un solido de color melocotén. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 3

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 12, N-bencil-3'-((2-

etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida

”\:\
N N -N
N |
NO, NO; NH;
B(OH
(OH), Compueslo Intermedio 7
Paso (.] Paso (n} Paso (m]
O™ 'NHBn NHBn NHBn NHBn
Compuesto Intermedio 6 Compuesto Intermedio 8 Compuesto Intermedio 9 Compuesto Intermedio 10
o} o
j\;ﬁ Paso (iv)

Compuesto Intermedio 11

N-y (
N H O
Sfy=s
o

(o) NHBn
Compuesto Intermedio 12

Paso (i): Una mezcla del Compuesto Intermedio 7, 3-Bromo-5-nitrobenzonitrilo (1,0
g, 4,41 mmol), Compuesto Intermedio 6, acido 4-(N-bencilaminocarbonil)fenilborénico (1,24
g, 4,85 mmol), K,CO; (1,22 g, 8,81 mmol) y Pd(PhsP), (0,15 g, 0,130 mmol) en 1,4-Dioxano
(17 mL) y Agua (2 mL) se calenté a 100 °C bajo irradiacién de microondas durante 1 hora.
Después de este tiempo, la mezcla se diluyd con EtOAc, se lavé con agua y luego con
salmuera, se secé mediante el paso a través de una frita hidréfoba y se concentrd. El material
crudo se tritur6 con Et,0O y el sélido resultante se recolecté por filtracién para obtener el
Compuesto Intermedio 8, N-bencil-3'-ciano-5'-nitro-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (1,12 g, 3,13
mmol, 71 % de rendimiento) como un sdlido color canela. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una mezcla del Compuesto Intermedio 8, N-bencil-4-(3-ciano-5-nitro-
fenil)benzamida (1,03 g, 2,87 mmol), NaN; (373 mg, 5,74 mmol) y NH4CI (307 mg, 5,74 mmol)
en DMF (22 mL) se calent6 a 130 °C durante 2 horas. La mezcla se enfri6 a TA y se acidifico

a pH 2 con HCI 1 M (acuoso). El sélido se recolecto por filtracion, se suspendié en tolueno y

42



Confidencial

se concentré (x2) paraobtener el Compuesto Intermedio 9, N-bencil-4-[3-nitro-5-(1H-
tetrazol-5-il)fenillbenzamida (950 mg, 2,37 mmol, 83 % de rendimiento) como un sélido color

canela. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii): Una mezcla del Compuesto Intermedio 9, N-bencil-4-[3-nitro-5-(1H-
tetrazol-5-il)fenillbenzamida (630 mg, 1,57 mmol), polvo de zinc (412 mg, 6,29 mmol) y NH,CI
(842 mg, 15,7 mmol) en 1,4-dioxano (44 mL) y agua (6,3 mL) se calentd a reflujo durante 4
horas. La mezcla se enfrié a TA y se filtr6 a través de un lecho de Celite (lavando con MeOH).
El filtrado se concentré y el residuo se disolvié en HCI (ac.) 1 M (20 mL). El pH se ajusté a ~6
mediante la adicion de NaOH 1 M (ac). El precipitado se recolecté por filtracion, se lavo con
agua, luego se suspendio6 en tolueno y se concentrd para obtener el Compuesto Intermedio
10, 4-[3-amino-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil] -N-bencil-benzamida (575 mg,1,55 mmol, 99 % de

rendimiento) como un sélido color canela. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iv): Se agitdé una suspension del Compuesto Intermedio 10, 4-[3-amino-5-(1H-
tetrazol-5-il)fenil]-N-bencil-benzamida (575 mg, 1,55 mmol), Compuesto Intermedio 11,
escuarato de dietilo (423 mg, 2,48 mmol) y TEA (0,44 mL, 3,1 mmol) en EtOH a TA durante
24 horas, después de lo cual se adicion6 HCI 1 M (ac.). El precipitado se recolectd por
filtracion, se suspendid en tolueno y se concentrd para dar el Compuesto Intermedio 12, N-
bencil-3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-
carboxamida (635 mg, 1,28 mmol 83 % de rendimiento) como un soélido color canela. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Via 4

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 15, 3'-amino-5'-

ciano-N-(2-metoxietil)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida

N

N
=3 NH HoN A O = NH;
Compuesto Intermedio 14

Paso (i)

(9]
0% "OH 07 N7
H
Compuesto Intermedio 13 Compuesto Intermedio 15

Paso (i): A una solucién del Compuesto Intermedio 13, 4cido 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-
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bifenil]-4-carboxilico (400 mg, 1,68 mmol), Compuesto Intermedio 14, 2-metoxietan-1-amina
(0,3 mL, 3,36 mmol) y DIPEA (0,88 mL, 5,04 mmol) en DMF (4,8 mL) se adicion6 HATU (768
mg, 2,02 mmol). La mezcla se agité a TA durante 1 hora después de lo cual se diluyé con
EtOAc, se lavd con agua y salmuera, se secé mediante el paso a través de una frita hidréfoba
y se concentrd. El material crudo se purifico por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
inversa, C18) bajo un gradiente de MeCN (10 % a 50 %) en agua (que contiene HCOOH al
0,1 % v/v) para obtener el Compuesto Intermedio 15, 3'-amino-5'-ciano-N-(2-metoxietil)-
[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (317 mg, 1,07 mmol, 64 % de rendimiento) como un sélido color

canela. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 5

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 17, 4-cloro-3-(1H-

tetrazol-5-il)anilina

N-N
Mo NT
S NH, Paso (i) NSy~ NH2
| P i H ;/“\x;f’
cl” ™ Cl
Compuesto Intermedio 16 Compuesto Intermedio 17

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 16, 5-amino-2-clorobenzonitrilo
(400 mg, 2,63 mmol), NaN; (342 mg, 5,26 mmol), NH,CI (281 mg, 5,88 mmol) en DMF (3 mL)
se calenté a 130 °C durante 3 dias. La mezcla se enfrié y el material insoluble se removié por
filtracion, lavando con MeCN. La solucién se concentrd bajo presion reducida, el residuo se
disolvié en EtOAc y se lavé con agua. La capa orgénica se seco y el solvente se evaporo. El
residuo se cristalizo a partir de DCM para obtener el Compuesto Intermedio 17, 4-cloro-3-

(1H-tetrazol-5-il)anilina. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 6

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 21, 3-ciclopropil-

5-(1H-tetrazol-5-i)anilina
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L

0, .0

5”
A "N
N N '
Naw X NO, Q: NH, N NH,
== NO; compuesto Intermedio 18 H
Paso (i) Paso (ii} Paso (iii)
Br
Compuesto Intermedio 7 Compuesto Intermedio 19 Compuesto Intermedio 20 Compuesto Intermedio 21

Paso (i): Compuesto Intermedio 7, 3-bromo-5-nitrobenzonitrilo (3,00 g, 13,3 mmol),
Compuesto Intermedio 18, (2-ciclopropil-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano) (3,34 g,
19,9 mmol) y K,CO3 (3,68g, 26,62mmol) se suspendieron en 1,4-dioxano (22 mL) y agua (8
mL) a temperatura ambiente y se desgasificaron con N, durante 15 min. Después de esto, se
adicion6 PdCl,(dppf) (0,97 g, 1,32 mmol) y la mezcla se calent6 a 100 °C durante 4 horas. La
mezcla se enfrid y se dividié entre agua (300 mL) y EtOAc (200 mL). La capa organica se
separd y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc (2 x 100 mL). Los capas
organicas combinadas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El material crudo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 5 %) en PE para obtener el Compuesto Intermedio 19, 3-ciclopropil-5-
nitrobenzonitrilo (1,30 g, 6,91 mmol, 52 % de rendimiento) como un sdélido amarillo. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Compuesto Intermedio 19, 3-ciclopropil-5-nitrobenzonitrilo (1,30 g, 6,91
mmol) se disolvié en MeOH (7mL) y se adiciond una suspensién de NH,CI (2,01 g, 37,2 mmol)
y polvo de zinc (2,439, 37,22mmol) en agua (7mL). La reaccién se agité a TA durante 30 min,
después de lo cual se filtr6 a través de Celite. El filtrado se concentré y el residuo se dividio
entre NaHCO; y EtOAc ac., sat.,. La capa organica se separ0 y la capa acuosa se extrajo
adicionalmente con EtOAc (x2). Los capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO,
y se concentraron. El material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida
(fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 30 %) en PE para obtener el
Compuesto Intermedio 20, 3-amino-5-ciclopropilbenzonitrilo (1,01 g, 6,39 mmol, 93 % de
rendimiento) como un liquido amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii)): Una suspension del Compuesto Intermedio 20, 3-amino-5-
ciclopropilbenzonitrilo (1,01 g, 6,39 mmol), NaN; (2,07 g, 31,9 mmol) y ZnCl, (4,35 g, 31,9
mmol) en 2-propanol se calentd a 130 °C durante 16 horas. La mezcla se enfrié, filtré a través
de Celite y el filtrado se concentré. El residuo se dividioé entre agua y EtOAc. La capa organica
se separd y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc (x2). Los capas organicas

combinadas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. ElI material crudo se purificé por
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cromatografia en columna ultrarrapida (fase inversa, C18) bajo un gradiente de HCOOH 0,1
N ac. (0 % a 30 %) en MeCN para obtener el Compuesto Intermedio 21, 3-ciclopropil-5-(1H-
tetrazol-5-il)anilina (800 mg, 3,98 mmol, 62 % de rendimiento). Datos disponibles en la Tabla
2.

Via 7

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 23, 3-amino-5-

ciclohexilbenzonitrilo

N M
‘::-ﬁ G NO 3 “::" MNH 2
Paso (i)
Compuesto Intermedio 22 Compuesto Intermedio 23

Paso (i): Se agit6 una solucién del Compuesto Intermedio 22 , 5-nitro-2',3",4',5'-
tetrahidro-[1,1’-bifenil]-3-carbonitrilo (3,00 g, 13,2 mmol) y Pd/C al 10 %, humedad al 50 %
(3,00 g) en MeOH (30 mL) bajo una atmdsfera de gas H, a TA durante 5 horas. Después de
este tiempo, la mezcla se filtré a través de Celite y se concentrd. El material crudo se purificd
por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0
% a 25 %) en DCM para obtener el Compuesto Intermedio 23, 3-amino-5-
ciclohexilbenzonitrilo (1,20 g, 6,0 mmol, 45 % de rendimiento) como un liquido amarillo. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Via 8

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 25, 3-nitro-5-

(piridazin-4-il)benzonitrilo
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N s Compuesto Intermedio 24
=3

NO,
Paso (i)

Br

Compuesto Intermedio 7
P Compuesto Intermedio 25

Paso (i): Se desgasificd una suspension del Compuesto Intermedio 7, 3-bromo-5-
nitrobenzonitrilo (0,35 g, 1,55 mmol), Compuesto Intermedio 24, 4-(tributilestannil)piridazina
(0,57 g, 1,55 mmol) y CsF (0,47 g, 3,10 mmol) en MeCN con N, durante 15 minutos, después
de lo cual se adicion6 Pd(PhsP,) (0,09 g, 0,80 mmol) y yoduro de cobre (1) (0,06 g, 0,31 mmol).
La mezcla se calent6é a 40 °C durante 4 horas, después de lo cual se enfrié y se dividio entre
EtOAc y agua. Los organicos se separaron y la capa acuosa se extrajo con EtOAc. Los
organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El material crudo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 40 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 25, 3-nitro-5-
(piridazin-4-il)benzonitrilo (0,25 g, 1,10 mmol, 71 %) como un sdélido amarillo. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Via 9

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 29, acido 3'-((2-

etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxilico
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Q N\ OH
EtOW?_B\OH N ~-NH; N o -NH;
N NH, Compuesto Intermedio 26 Tj;/ LHJ
Q/ Paso (i) A ﬂ,, PN
[ u O
Compuesto Intermedio 1 i . 4,\[

Compuesto Intermedio 27 Compuesto Intermedio 12

Paso (jii)

Q Q

N
H 0, N
N._ EtO OFt N

N-n
N
N =% ~= N- S
H | \ b Compuesto Intermedio 11 H T|\
= 4 o ) -
o Paso (iv)
C g
lJ ]

0% "OH O

Compuesto Intermedio 29 Compuesto Intermedio 28

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 1, 3-amino-5-bromobenzonitrilo
(20,0 g, 101,5 mmol), Compuesto Intermedio 26, acido (4-(etoxicarbonil)fenil)borénico (23,6
g, 121,8 mmol), K,CO3 (28,0 g, 203 mmol) y Pd(Ph3P), (2,34 g, 2,03 mmol) en en 1,4-Dioxano
(200 mL) y agua (30 mL) se calent6é a 90 °C durante 16 horas, después de lo cual se enfrid y
se repartié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El producto crudo se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 16 %) en hexano
para obtener el Compuesto Intermedio 27, 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-4-carboxilato de
etilo (23,0 g, 86,5 mmol, 85 % de rendimiento) como un sélido blanquecino. Datos disponibles

en la Tabla 2.

Paso (ii): A una solucién del Compuesto Intermedio 27, 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-
bifenil]-4-carboxilato de etilo (23,0 g, 86,5 mmol) en THF (130 mL) y agua (130 mL) se adicion6
hidroxido de litio monohidratado (6,22 g, 259,3 mmol). La mezcla se agité a TA durante 6
horas, después de lo cual se concentrd a sequedad. Se adicion6 HCI (ac.) 1 Ny el precipitado
resultante se recolect6 por filtracion. El sélido se sec6 bajo vacio para obtener el Compuesto
Intermedio 13, acido 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-4-carboxilico (17,0 g, 71,4 mmol, 83 % de

rendimiento) como un sélido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

48



Confidencial

Paso (iii): Una solucién del Compuesto Intermedio 13, 4&cido 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-
bifenil]-4-carboxilico (16,0 g, 67,2 mmol), NaNs (8,74 g, 134,4 mmol) y NH,CI (7,19 g, 134,4
mmol) en DMF (80 mL) se calenté a 130 °C durante 16 horas, después de lo cual se enfrid y
acidificé a pH 3 mediante la adicién de HCI 1 N (ac.). El precipitado resultante se recolecto
por filtracién y se secé bajo vacio para obtener el Compuesto Intermedio 28, acido 3'-amino-
5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'"-bifenil]-4-carboxilico (13,0 g, 46,3 mmol, 69 % de rendimiento) como

un sélido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iv): A una solucion del Compuesto Intermedio 28, acido 3'-amino-5'-(1H-
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxilico (12,5 g, 44,4 mmol) en EtOH (120 mL) se adicioné TEA
(12,4 mL, 88,9 mmol) y el Compuesto Intermedio 11, escuarato de dietilo (7,50 g, 44,4
mmol). La mezcla se agité a TA durante 16 horas, después de lo cual se acidificé con HCI 1
N (ac.). El precipitado resultante se recolecto por filtracion y se sec6 bajo vacio para obtener
el Compuesto Intermedio 29, acido 3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-5'-(1H-
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxilico (15,0 g, 37,0 mmol, 83 % de rendimiento) como un
so6lido marrén. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 10

Procedimiento para la preparaciéon del Compuesto Intermedio 31, 3-((3-bromo-5-

(1H-tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona

o] o
. EtO OEt . (
N N’ ‘:‘l Compuesto Intermedio 11 N’ ‘?‘ H o)
o NH; Pasa (i) N NH Paso (ii) N N
—_— = H e H
o]
(@]
Br Br Br
Compuesto Intermedio 1 Compuesto Intermedio 30 Compuesto Intermedio 31

Paso (i): A wuna suspension del Compuesto Intermedio 1, 3-amino-5-
bromobenzonitrilo (26,0 g, 132 mmol) en 2-propanol (500 mL) se adicion6 NaN; (43,1 g, 663,3
mmol) y ZnCl, (90,4 g, 663,3 mmol). La mezcla se agité a 130 °C durante 4 horas, después
de lo cual se filtr6 a través de Celite. El filtrado se concentré y el residuo se dividié entre EtOAc
y NaHCO; ac., sat. La capa organica se separo, la capa acuosa se extrajo adicionalmente con
EtOAc (x3) y los organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron para
obtener el Compuesto Intermedio 30, 3-bromo-5-(1H-tetrazol-5-il)anilina (26,8 g, 112,2

mmol, 85 % de rendimiento) como un sélido amarillo que se usé sin purificacion adicional.
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Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): A una solucion del Compuesto Intermedio 30, 3-bromo-5-(1H-tetrazol-5-
ianilina (10,0 g, 27,5 mmol) en DCM (100 mL) se adicion6é TEA (11,7 mL, 83,6 mmol). La
mezcla se agitd durante 10 minutos, después de lo cual se adicioné el Compuesto
Intermedio 11, escuarato de dietilo (6,18 mL, 41,8 mmol). La mezcla se agité a TA durante 4
horas después de lo cual se concentrd bajo presién reducida. El producto crudo se purificd
por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de MeOH (0
% a 15 %) en DCM para obtener el Compuesto Intermedio 31, 3-((3-bromo-5-(1H-tetrazol-
5-il)fenil)amino)-4-etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona (3,80 g, 10,4 mmol, 38 % de rendimiento)

como un solido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 11

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 35, (5-(4,4,5,5-

tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)piridina)

0, .0
Br B
OH = =
Br | |
N._ = N. ==
=
| Paso (i) O Paso (ii) o
N. = _— —_— -
CFy
Compuesto Intermedio 32 Compuesto Intermedio 33
CF4 CF4
Compuesto Intermedio 34 Compuesto Intermedio 35

Paso (i): A una solucion del Compuesto Intermedio 33, [4-(trifluorometil)feniljmetanol
(3,00 g, 17,0 mmol) en DMF (30 mL) se adicion6 K,COs (3,53 g, 20,2 mmol) a TA. La mezcla
se agito durante 10 minutos después de lo cual se adicion6 el Compuesto Intermedio 32, 5-
bromo-2-fluoropiridina (2,99 g, 17,0 mmol). La mezcla se calenté a 80 °C durante 2 horas,
después de lo cual se enfrid y se dividi6 entre EtOAc y agua. La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con EtOAc y los organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 5 %) en hexano para obtener el Compuesto
Intermedio 34, (5-bromo-2- ((4-(trifluorometil)bencil)oxi)piridina) (2,00 g, 6,02 mmol, 35 % de
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rendimiento) como un sélido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una solucion del Compuesto Intermedio 34, (5-bromo-2-((4-
(trifluorometil)bencil)oxi)piridina (1,20 g, 3,61 mmol), KOAc (1,06 g, 10,9 mmol),
bis(pinacolato)diboro (2,76 g, 10,9 mmol) y PdCl,(dppf) (0,13 g, 0,18 mmol) en 1,4-dioxano
(20 mL) bajo nitrégeno se calent6é a 80 °C durante 4 horas después de lo cual se enfrid y se
dividié entre EtOAc y agua. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc y los
organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El producto crudo se
purific6 por cromatografia en columna ultrarrpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 8 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 35, (5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)piridina) (1,20 g, 3,17 mmaol,

87 %) como un semisodlido blanco. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 12

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 40, 2-bencil-5-
(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-indazol

sau
&

[%
Compuesto Intermedio 37 =

\[ . S B
R N Br Paso (i) N B Paso (i) N
A e
O,N™ ™ 0N~ ™ < }
Compuesto Intermedio 36 Compuesto Intermedio 38 Compuesto Intermedio 39
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Compuesto Intermedio 40

Paso (i): Una mezcla del Compuesto Intermedio 36, 5-bromo-2-nitrobenzaldehido
(3,00 g, 13,1 mmol) y el Compuesto Intermedio 37, bencilamina (1,82 g, 17,0 mmol) en
tolueno (30 mL) se calent6 a 80 °C durante 4 horas. La reaccion se enfri6 a temperatura

ambiente y se concentr6 para dar el Compuesto Intermedio 38 crudo, N-bencil-1-(5-bromo-
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2-nitrofenil)metanimina (2,10 g) como un liquido marron oscuro. Datos disponibles en la Tabla
2.

Paso (ii): Compuesto Intermedio 38, se disolvi6 N-bencil-1-(5-bromo-2-
nitrofenil)metanimina (2,10 g, 6,60 mmol) en fosfito de trietilo (3,40 mL, 19,8 mmol) y la mezcla
se calentd a 210 °C durante 5 minutos bajo irradiacion de microondas. La mezcla se dividio
entre EtOAc y agua, luego se separ6. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (x2) y los
organicos combinados se secaron sobre Na,SO,, luego se concentraron. El material crudo se
purific6 por cromatografia en columna ultrarrpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 20 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 39, 2-bencil-5-bromo-
2H-indazol (1,30 g, 4,54 mmol, 35 % de rendimiento en 2 pasos) como una goma marrén.

Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii): Compuesto Intermedio 39, se disolvié 2-bencil-5-bromo-2H-indazol (1,30
g, 4,54 mmol), KOAc (1,34 g, 13,6 mmol), bis(pinacolato)diboro (3,46 g, 13,6 mmol) y
PdCl,(dppf) (0,17 g, 0,22 mmol) en 1,4-dioxano (15 mL) bajo una atmdsfera de nitrdgeno. La
mezcla de reaccion se agité a 80 °C durante 4 horas, después de lo cual se enfri6 a
temperatura ambiente y se dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron y la capa
acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc. Los organicos combinados se secaron sobre
Na,SO, y se concentraron para obtener el Compuesto Intermedio 40, 2-bencil-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-indazol (1,0 g, 2,99 mmol, 66 % de rendimiento) como

una goma marron que se uso sin purificacion adicional. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 13

Procedimiento para la preparacién del Compuesto Intermedio 44, 2-(4-

(trifluorometil)fenoxi)etan-1-amina, sal de clorhidrato

H
N 0]
S (S
(o]
Compuesto Intermedio 42 0
HO._ - i -~ i e O
E‘\J\ Paso (ii) -”>\O'/\N'/\\/O“\/T“‘1\ Paso (ii) HoN — Iﬁ
L H . ~
~ CF, PN HCI ~=CF,
CF4
Compuesto Intermedio 41 Compuesto Intermedio 43 Compuesto Intermedio 44

Paso (i): A una solucion del Compuesto Intermedio 42, (2-bromoetil)carbamato de
terc-butilo (876 mg, 3,9 mmol) en DMF (10 mL) se adicion6 el Compuesto Intermedio 41, 4-

(trifluorometil)fenol (422 mg, 2,6 mmol) y Cs,CO; (1,25 g, 3,8 mmol). La mezcla se calenté a
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90 °C durante 4 horas, después de lo cual se enfrid y vertié en agua. La mezcla se extrajo con
EtOAc, y los organicos se lavaron con salmuera, se secaron a través del paso a través de una
frita hidréfoba y se concentraron. El material crudo se purificd por cromatografia en columna
ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 50 %) en éter de petrdleo
para obtener el Compuesto Intermedio 43, (2-(4-(trifluorometil)fenoxi) etil)carbamato de terc-
butilo (793 mg, 2,6 mmol, 100 % de rendimiento) como un aceite amarillo. Datos disponibles

en la Tabla 2.

Paso (ii): A una solucién del Compuesto Intermedio 43, (2-(4-(trifluorometil)fenoxi)
etil)carbamato de terc-butilo (793 mg, 2,6 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL) se adiciondé una
solucion de HCI 4 M en 1,4-dioxano (2 mL). La mezcla se agité durante 18 horas, después de
lo cual se adicion6 MeOH (1 mL). La mezcla se agité durante 30 minutos adicionales y luego
se concentré para obtener el Compuesto Intermedio 44, 2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etan-1-
amina, sal de clorhidrato (596 mg, 2,5 mmol, 95 % de rendimiento) como un sélido amarillo
palido. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 14

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 48, 2-(2-(3,5-

bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi)-5-bromopiridina

Elir
= Br
OH Nl. /] /L::
P OH - h -
B Ji r >
OH Compuesto Intermedio 46 ?\ Compuesto Intermedio 32 0
Paso (i) o =
/@ _ = j ““l % j
- 0
T e
FsC ~  CF; FaC 7 TCFy ,L%
Compuesto Intermedio 45 Compuesto Intermedio 47 /[| ;:l\
FiC™ ™ TCF;4

Compuesto Intermedio 48

Paso (i): A una solucion del Compuesto Intermedio 45, 3,5-bis(trifluorometil)fenol
(5,00 g, 21,7 mmol) en DMF (50 mL) se adicioné K,CO; (8,99 g, 65,2 mmol). La mezcla se
agité a TA durante 20 minutos, después de lo cual se adicion6 el Compuesto Intermedio 46,
2-bromoetan-1-ol (9,25 mL, 130 mmol). La mezcla se calent6 a 80 °C durante 4 horas,
después de lo cual se enfrid y se dividi6 entre EtOAc y agua. La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con EtOAc y los organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se
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concentraron. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 20 %) en hexano para obtener el
Compuesto Intermedio 47, 2-(3, 5-bis (trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol (3,90 g, 14,2 mmol, 66

% de rendimiento) como un aceite. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): A una suspension de NaH (60 % en aceite mineral) (0,77 g, 19,2 mmol) en
DMF (25 mL) a 0 °C se adicion6 el Compuesto Intermedio 47, 2-(3,5-
bis(trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol (3,00 g, 11,0 mmol). La mezcla se calenté a TA durante 15
minutos, después de lo cual se adicion6 el Compuesto Intermedio 32, 5-bromo-2-
fluoropiridina (2,30 g, 13,1 mmol). La reaccion se agité a TA durante 1 hora, después de lo
cual se dividié entre EtOAc y agua. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc y
los organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El producto crudo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 12 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 48, 2-(2-(3,5-
bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi)-5-bromopiridina (3,60 g, 8,37 mmol, 77 % de rendimiento) como
un semisdlido amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 15

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 51, 2-(4-

(trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol

OTB S OH
D'/\"‘*"' OTES /r
Compuesto Intermedio 49
Paso '[I] Paso {n} [
CF4
Compuesto Intermedio 41 Compuesto Intermedio 50 Compuesto Intermedio 51

Paso (i): A una solucién del Compuesto Intermedio 41, 4-(trifluorometil) fenol (2,80
g, 17,3 mmol), Compuesto Intermedio 49, 2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etan-1-ol (4,00 g, 22,5
mmol) y trifenilfosfina (5,89 g, 22,5 mmol) en tolueno (30 mL) a 0 °C se adicion6 DIAD (4,40
mL, 22,5 mmol) gota a gota. La mezcla se agité a TA durante 16 horas, después de lo cual se
dividié entre EtOAc y agua. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con EtOAc y los

organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El material crudo se

54



Confidencial

purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 2 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 50, terc-butildimetil(2-
(4-(trifluorometil)fenoxi)etoxi)silano (3,40 g, 10,6 mmol, 61 % de rendimiento) como un liquido

amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): A una solucién del Compuesto Intermedio 50, terc-butildimetil(2-(4-
(trifluorometil)fenoxi)etoxi)silano (3,40 g, 10,6 mmol) en THF (30 mL) a 0 °C se adicioné HCI
1 N (ac.), (30 mL). La mezcla se agitdé a TA durante 1 hora, después de lo cual se dividi6 entre
NaHCO; y EtOAc ac., sat.,. Los organicos se separaron, se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 % a 30 %) en hexano para obtener el
Compuesto Intermedio 51, 2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol (2,50g, 12,1 mmol, supuesto

cuantitativo) como un liquido amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 16

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 54, acido (4-((4-
carbamoilbencil)carbamoil)fenil)borénico

H,N HO., B,'D H
NH,
HO. _OH O
B Compuesto Intermedio 53
Paso (i) 0O N
- H 0
0~ "OH NH2
Compuesto Intermedio 52 Compuesto Intermedio 54

Paso (i): A una solucién del Compuesto Intermedio 52, 4cido 4-boronobenzoico (795
mg, 4,79 mmol) en DMF (5 mL) bajo enfriamiento con hielo se adicioné HATU (2,27 g, 5,99
mmol). La mezcla se agitdé a la misma temperatura durante 10 minutos después de lo cual se
adicion6é el Compuesto Intermedio 53, 4-(aminometil) benzamida (600 mg, 3,99 mmol) y
DIPEA (2,02 mL, 11,98 mmol) secuencialmente. La mezcla se calentd a TA 'y se agité durante
6 horas, después de lo cual se dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron y la
capa acuosa se lavé con EtOAc. Los organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron para obtener el Compuesto Intermedio 54, é&cido (4-((4-
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carbamoilbencil)carbamoil)fenil)boroénico (0,350 g, 1,17 mmol, 29 % de rendimiento) como un

solido amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 17

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 60, N-(4-

metoxibencil)-6-fenoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina
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Compuesto Intermedio 60

Paso (i): A una solucion del Compuesto Intermedio 56, fenol (1,31 g, 14,0 mmol) en
DMSO (40 mL) se adicion6 K,CO; (2,4 g, 17,4 mmol). La mezcla se agité a TA durante 30
minutos, después de lo cual se adicion6 el Compuesto Intermedio 55, 2,6-
dicloroisonicotinonitrilo (2,0 g, 11,6 mmol). La mezcla se agité a TA durante 24 horas, después
de lo cual se vertié en agua y se extrajo con EtOAc (x 3). Los organicos combinados se lavaron
con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El material crudo se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de EtOAc (0 %
a 20 %) en éter de petroleo para obtener el Compuesto Intermedio 57, 2-cloro-6-
fenoxiisonicotinonitrilo (2,5 g, 10,9 mmol, 94 % de rendimiento) como un liquido amarillo.

Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una solucion del Compuesto Intermedio 57, 2-cloro-6-
fenoxiisonicotinonitrilo (2,5 g, 10,8 mmol) y el Compuesto Intermedio 58, 4-
metoxibencilamina (1,63 g, 11,9 mmol) en NMP (26 mL) se calent6 a 120 °C durante 3 horas,
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después de lo cual la mezcla se enfrio y se vertié en agua. El precipitado se filtré y el material
crudo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un
gradiente de EtOAc (10 % a 50 %) en éter de petrdleo para obtener el Compuesto Intermedio
59, 2-((4-metoxibencil)amino)-6-fenoxiisonicotinonitrilo (1,7 g, 5,1 mmol, 47 % de rendimiento)

como un solido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii): Una solucion del Compuesto Intermedio 59, 2-((4-metoxibencil)amino)-6-
fenoxiisonicotinonitrilo (1,7 g, 5,13 mmol), NaN; (1,33 g, 20,5 mmol) y NH,CI (1,1 g, 20,5 mmol)
en DMF (9,2 mL) se calenté a 130 °C durante 2 horas. La mezcla se enfrid y se vertioé en agua.
La mezcla acuosa se acidificé a pH 1 usando HCI 1 N (ac.) y se agité durante 30 minutos,
después de lo cual se extrajo con EtOAc (x 3). Los organicos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El material crudo se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de MeOH (0 %
a 5 %) en DCM para obtener el Compuesto Intermedio 60, N-(4-metoxibencil) -6-fenoxi-4-
(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (1,6 g, 4,27 mmol, 83 % de rendimiento) como una goma
marrén. Datos disponibles en la Tabla 2.

Via 18

Procedimiento parala preparacién del Compuesto Intermedio 61, 6-fenoxi-4-(1H-

tetrazol-5-il)piridin-2-amina

~— Paso (i)
| -
e
O N

Compuesto Intermedio 60 Compuesto Intermedio 61

Paso (iv): Una solucion del Compuesto Intermedio 60, N-(4-metoxibencil)-6-fenoxi-
4-(1H-tetrazol-5-il) piridin-2-amina (1,6 g, 4,27 mmol) en TFA (16 mL) se calenté a 70 °C
durante 24 horas en un tubo sellado, después de lo cual la mezcla se enfrio y se concentro
hasta sequedad. La trituracion del material crudo con DCM obtuvo el Compuesto Intermedio
61, 6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (0,75 g, 3,91 mmol, 93 % de rendimiento)

como un solido marron. Datos disponibles en la Tabla 2.
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Via 19

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 63, 6-cloro-N-(4-

metoxibencil)-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina

/
/—< >70
N=N
N

Compuesto Intermedio 58

Paso (l} = Paso (i) SN

/

Compuesto Intermedio 55 Compuesto Intermedio 62 Compuesto Intermedio 63

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 55, 2,6-dicloroisonicotinonitrilo (4,5
g, 26,2 mmol), y el Compuesto Intermedio 58, 4-metoxibencilamina (3,6 g, 26,2 mmol) en
NMP (45 mL) se calent6 a 110 °C durante 3 horas. La mezcla se enfrié y se vertié en agua
con hielo (500 mL). El precipitado resultante se filtro, se lavé con agua y se seco bajo vacio
para obtener el Compuesto Intermedio 62, 2-cloro-6-((4-
metoxibencil)amino)isonicotinonitrilo (3,6 g, 13,2 mmol, 50 % de rendimiento) como un soélido
blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una solucion del Compuesto Intermedio 62, 2-cloro-6-((4-
metoxibencil)amino) isonicotinonitrilo (1,36 g, 5 mmol), NaN; (650 mg, 10 mmol) y NH,CI (535
mg, 10 mmol) en DMF (9 mL) se calent6 a 130 °C durante 2 horas. La mezcla se enfrid y se
vertio en agua. La mezcla acuosa se acidifico hasta pH 1 usando HCI 1 N (ac.), y el precipitado
resultante se filtrd, se lavé con agua y se secO bajo vacio para obtener el Compuesto
Intermedio 63, 6-cloro-N-(4-metoxibencil)-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (960 mg, 3,04

mmol, 61 % de rendimiento) como un sélido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 20

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 64, 6-metoxi-N-(4-

metoxibencil)-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina
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Compuesto Intermedio 63 Compuesto Intermedio 64

Paso (i): A una solucién del Compuesto Intermedio 63, 6-cloro-N-(4-metoxibencil)-4-
(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (1,0 g, 3,16 mmol) en DMSO (6,3 mL) se adicioné6 NaOMe (30
% en peso en MeOH, 1,14 mL, 6,33 mmol). La mezcla se calenté a 120 °C durante 20 horas,
después de lo cual se enfrié y se vertié en agua. La mezcla acuosa se acidificé a pH 1 con
HCI 1 N (ac.) y el precipitado resultante se recolectdé. El material crudo se purificG por
cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de MeOH (0 %
a 10 %) en cloroformo para obtener el Compuesto Intermedio 64, 6-metoxi-N-(4-
metoxibencil)-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (700 mg, 2,24 mmol, 71 % de rendimiento)

como un solido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 21

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 65, N-(4-
metoxibencil)-6-fenil-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina

N=N QB[OH::'E MN=N
N N b

Compuesto Intermedio 2
= Step (i) =
-
M

Compuesto Intermedio 63 Compuesto Intermedio 65

Paso (i): Una solucién del Compuesto Intermedio 63, 6-cloro-N-(4-metoxibencil)-4-
(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-amina (1 g, 3,15 mmol), Compuesto Intermedio 2, &cido
fenilbordnico (1,15 g, 9,46 mmol), K,CO; (1,3 g, 9,46 mmol) y Pd(dppf)Cl,.DCM (257 mg, 0,32
mmol) en 1,4-dioxano (10 mL) se calenté a 120 °C durante 6 horas, después de lo cual la
mezcla se enfrid y se vertié en agua. La mezcla acuosa se acidificé a pH 1 con HCI 1 N (ac.)

y el precipitado resultante se recolectd. El material crudo se purificd por cromatografia en
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columna ultrarrpida (fase normal, silice) bajo un gradiente de MeOH (0 % a 8 %) en
cloroformo para obtener el Compuesto Intermedio 65, N-(4-metoxibencil)-6-fenil-4-(1H-
tetrazol-5-il)piridin-2-amina (810 mg, 2,26 mmol, 72 % de rendimiento) como un sélido

blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.
Via 22

Procedimiento para la preparacion del Compuesto Intermedio 71, 3-etoxi-4-[3-

etil-5-(1H-tetrazol-5-il)anilino]ciclobut-3-eno-1,2-diona

L
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Compuesto Intermedio 71 Compuesto Intermedic 70

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 1, 3-amino-5-bromobenzonitrilo
(1,0 g, 5,08 mmol), Compuesto Intermedio 66, 4,4,5,5-tetrametil-2-vinil-1,3,2-dioxaborolano
(1,29 mL, 7,61 mmol), K,COs3 (1,40 g, 10,2 mmol) y Pd(PhsP), (0,118 g, 0,20 mmol) en 1,4-
dioxano (24 mL) y agua (6 mL) se calenté a 80 °C durante 18 horas, después de lo cual se
enfrio a TA y se dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron, se lavaron con
salmuera, se secaron mediante el paso a través de una frita hidr6foba y se concentraron. El
material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo
un gradiente de EtOAc (0 % a 25 %) en isohexano para obtener el Compuesto Intermedio
67, 3-amino-5-vinilbenzonitrilo (695 mg, 4,82 mmol, 95 % de rendimiento) como un sélido

naranja. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): A la solucién del Compuesto Intermedio 67, 3-amino-5-vinilbenzonitrilo
(640 mg, 4,44 mmol) y K,CO; (927 mg, 6,7 mmol) en THF (37 mL) se adicioné el Compuesto
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Intermedio 68, cloroformiato de bencilo (0,95 mL, 6,7 mmol). La mezcla se agité a TA durante
18 horas, después de lo cual se dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron, se
lavaron con salmuera, se secaron mediante el paso a través de una frita hidr6foba y se
concentraron. ElI material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
normal, silice) bajo un gradiente de Et,O (0 % a 60 %) en isohexano para obtener el
Compuesto Intermedio 69, (3-ciano-5-vinilfenil)carbamato de bencilo (944 mg, 3,40 mmol,

76 % de rendimiento) como un sélido blanquecino. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii): Una solucibn del Compuesto Intermedio 69, (3-ciano-5-
vinilfenil)carbamato de bencilo (614 mg, 2,2 mmol), NaNs; (287 mg, 4,4 mmol) y NH,Cl (235
mg, 4,4 mmol) en DMF (6 mL) se calentd a 130 °C durante 2 horas. Después de este tiempo,
la mezcla se enfrié y se dividio entre HCI 1 M (ac.) y EtOAc. Los organicos se separaron, se
lavaron con salmuera, se secaron mediante el paso a través de una frita hidréfoba y se
concentraron. El material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase
inversa, C18) bajo un gradiente de MeCN (10 % a 60 %) en agua (HCOOH al 0,1 % v/v) para
obtener el Compuesto Intermedio 70, (3-(1H-tetrazol-5-il)-5-vinilfenil)carbamato de bencilo
(355 mg, 1,12 mmol, 50 % de rendimiento) como un soélido beige. Datos disponibles en la
Tabla 2.

Paso (iv): Se agit6 una mezcla del Compuesto Intermedio 70, (3-(1H-tetrazol-5-il)-5-
vinilfenil)carbamato de bencilo (270 mg, 0,84 mmol), TEA (0,12 mL, 0,84 mmol) y Pd/C al 10
% (60 mg) en MeOH (4 mL) bajo una atmésfera de gas hidrogeno durante 3,5 horas. La
mezcla se filtré a través de Celite (lavando con EtOAc) y se concentrd. El residuo se disolvié
en EtOH (4 mL) y se adicioné el Compuesto Intermedio 11, escuarato de dietilo (0,12 mL,
0,84 mmol). Esta mezcla se agité a TA durante 3 horas, después de lo cual se concentré. El
material crudo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase inversa, C18) bajo
un gradiente de MeCN (10 % a 80 %) en agua (HCOOH al 0,1 % v/v) para obtener el
Compuesto Intermedio 71, 3-etoxi-4-[3-etil-5-(1H-tetrazol-5-il)anilino]ciclobut-3-eno-1,2-
diona (203 mg, 0,65mmol, 77 % de rendimiento) como un soélido color crema. Datos

disponibles en la Tabla 2.
Procedimientos sintéticos generales para los ejemplos

Via A

Procedimiento para la preparacion del Ejemplo 2, 3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-

(trifluorometil)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona
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Paso (i): A wuna solucion del Compuesto Intermedio 72, 3-amino-5-
(trifluorometil)benzonitrilo (150 mg, 0,81 mmol) en DMF (3 mL) se adicioné NaN; (65 mg, 1,62
mmol) y NH,CI (53,5 mg, 1,62 mmol). La mezcla se calenté a 130 °C durante 20 horas,
después de lo cual se enfrié a TA 'y se acidifico a pH 1 con HCI 1 M (ac.). La mezcla se extrajo
con EtOAc y los organicos se lavaron con agua y salmuera, se secaron mediante el paso a
través de una frita hidr6foba y se concentraron. El material crudo se purificé por cromatografia
ultrarrapida en fase inversa (silice C18) bajo un gradiente de MeCN (0-50 %) en agua
modificada (que contiene HCOOH al 0,1% v/v) para obtener el producto Compuesto
Intermedio 73, 3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(trifluorometil)anilina (144 mg, 0,63 mmol, 77 % de

rendimiento). Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): A una solucion del Compuesto Intermedio 73, 3-(1H-tetrazol-5-il)-5-
(trifluorometil)anilina (77 mg, 0,34 mmol) en EtOH (1,4 mL) se adiciondé el Compuesto
Intermedio 11, escuarato de dietilo (0,05 mL, 0,34 mmol) y TEA (0,05 mL, 0,38 mmol). La
mezcla se agité a TA durante 1 hora, después de lo cual se concentrd a sequedad. El material
crudo se purificd por cromatografia ultrarrdpida de fase inversa (silice C18) bajo un gradiente
de MeCN (0-60 %) en agua modificada (HCOOH al 0,1 % v/v) para obtener el producto
Compuesto Intermedio 74, 3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-4-
etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona (51,6 mg, 0,15 mmol, 44 % de rendimiento). Datos disponibles
en la Tabla 2.

Paso (iii): Compuesto Intermedio 74, 3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-
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(trifluorometil)fenil)amino) -4-etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona (39 mg, 0,11 mmol) se disolvio en
una mezcla 10:1 de THF y HCI 1 M (ac.) (0,55 mL) y se calenté a 60 °C durante 3 horas,
después de lo cual se concentrd. ElI material crudo se purificé por HPLC preparativa [fase
inversa (Kinetex C18, 100 x 30 mm, 5 um, 30 mL por min, gradiente de Solvente B en Solvente
A: 5% a 95 % de Solvente B (durante 10 min), 100 % de Solvente B (durante 2 min); Solvente
A: TFA al 0,1 % en agua. Solvente B: MeCN] para obtener el Ejemplo 2, 3-((3-(1H-tetrazol-5-
il)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona (15,3 mg, 0,047 mmol, 43 %

de rendimiento). Datos disponibles en la Tabla 3.

Via B

Procedimiento para la preparacion del Ejemplo 5, N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-

dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida

M- ( M~
N H O Nl H  OH

" i N M
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'D e — (]
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Paso (i): Una suspensién del Compuesto Intermedio 12, N-bencil-3'-((2-etoxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (1,43 g, 2,89
mmol) en THF (15 mL) y HCI 1 M (ac.) (1,5 mL) se calent6 a 60 °C durante 24 horas, después
de lo cual la mezcla se concentré. El material crudo se purificd por HPLC preparativa [fase
inversa (Gemini-NX C18, 100 x 30 mm, 5 um, 30 mL por min, gradiente de Solvente B en
Solvente A: 5 % a 35 % de Solvente B (durante 10 min), 100 % de Solvente B (durante 2 min);
Solvente A: agua que contiene 0,2 % v/v de solucién de amoniaco al 28 %. Solvente B: MeCN].
El sélido resultante se suspendié en HCI 1 M (acuoso) y se agitd vigorosamente durante 2
horas, después de lo cual se recolecté por filtracion. El sélido himedo se suspendio en tolueno
y se concentré para obtener el Ejemplo 5, N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-
illamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (720 mg, 1,55 mmol, 53 % de

rendimiento) como un sdlido verde claro. Datos disponibles en la Tabla 3.
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Via C

Procedimiento para la preparacién del Ejemplo 8, 3'-((2-hidroxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-N-(4-(2-metoxietoxi)bencil)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-

bifenil]-4-carboxamida
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Ejemplo 8

Paso (i): A una solucibn del Compuesto Intermedio 29, acido 3'-((2-etoxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxilico (60 mg, 0,15
mmol) y DIPEA (0,08 mL) en DMF (0,7 mL) se adicion6 HATU (68,4 mg, 0,18 mmol), seguido
del Compuesto Intermedio 75, (4-(2-metoxietoxi)fenil)metanamina (29,5 mg, 0,17 mmol). La
mezcla se agité a TA durante 1 hora, después de lo cual se diluyé con DMSO y se purificé por
HPLC preparativa [fase inversa (Kinetex C18, 100 x 30 mm, 5 pum, 30 mL por min, gradiente
de Solvente B en Solvente A: 40 % a 70 % de Solvente B (durante 10 min), 100 % de Solvente
B (durante 2 min); Solvente A: agua que contiene TFA al 0,1 %. Solvente B: MeCN] para

obtener el Compuesto Intermedio 76, 3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-N-(4-(2-
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metoxietoxi)bencil)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (36,3 mg, 0,064 mmol, 43

% de rendimiento) como un sélido verde palido. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una suspension del Compuesto Intermedio 76, 3'-((2-etoxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)-N-(4-(2-metoxietoxi)bencil)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-
carboxamida (36,3 mg, 0,064 mmol) en THF (1 mL) y HCI 1 M (ac.) (0,1 mL) se calenté a 60
°C durante 13 horas, después de lo cual se concentr6 a sequedad. El material crudo se purificd
por HPLC preparativa [fase inversa (Kinetex C18, 100 x 30 mm, 5 um, 30 mL por min,
gradiente de Solvente B en Solvente A: 40 % a 30 % de Solvente B (durante 10 min), 100 %
de Solvente B (durante 2 min); Solvente A: agua que contiene TFA al 0,1 %. Solvente B:
MeCN] para obtener el Ejemplo 8, 3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-N-(4-(2-
metoxietoxi)bencil)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (16 mg, 0,03 mmol, 46 %

de rendimiento) como un sdlido verde palido. Datos disponibles en la Tabla 3.

Via D

Procedimiento para la preparacién del Ejemplo 15, 3-((5-(1H-tetrazol-5-il)-4'-
(trifluorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona
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’ ¢
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Compuesto Intermedio 31 CF4

Ejemplo 15

Paso (i): Se desgasificé una suspension del Compuesto Intermedio 31, 3-((3-bromo-
5-(1H-tetrazol-5-il)fenil) amino)-4-etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona (0,50 g, 1,37 mmol),
Compuesto Intermedio 77, 4,4,5,5-tetrametil-2-(4-(trifluorometil)fenil)-1,3,2-dioxaborolano
(0,56 g, 2,06 mmol) y K,CO; (0,38 g, 2,75 mmol) en MeCN (5 mL) y agua (5 mL) con N,
durante 15 minutos. Se adicion6 PdCl,(dtbpf) (0,089g, 0,13mmol) y la mezcla se calent6 a 100
°C bajo irradiacion de microondas durante 1 hora. Después de este tiempo, los solventes se
removieron bajo presion reducida y el material crudo se purificé por HPLC preparativa [fase
inversa (puente X C18, 250 x 30 mm, 5 um, 27 mL por min, gradiente de solvente B en
solvente A: 10 % a 98 % de Solvente B (durante 59 min), 10 % de Solvente B (durante 2 min);

Solvente A: NH,HCO; 10 mM en agua. Solvente B: MeCN] para obtener el Ejemplo 15, 3-((5-
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(1H-tetrazol-5-il)-4'-(trifluorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)amino)-4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona
(0,35 g, 0,87 mmol, 64 % de rendimiento) como un solido marron. Datos disponibles en la
Tabla 3.

Via E

Procedimiento para la preparacién del Ejemplo 17, 3-hidroxi-4-((6-metoxi-4-(1H-

tetrazol-5-il)piridin-2-il)Jamino)ciclobut-3-eno-1,2-diona

(o] 8]
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N NSO H o N H OH
N . NHz S0 0 N M " N
H | N Compuesto Intermedio 11 H | N H | N
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Compuesto Intermedic T8 Compuesto Intermedio 79 Ejernplo 17

Paso (i): A una suspension helada del Compuesto Intermedio 78, 6-metoxi-4-(1H-
tetrazol-5-il)piridin-2-amina (510 mg, 2,56 mmol) en EtOH (10 mL) se adicion6 TEA (1,00 mL,
7,69 mmol). La mezcla se agité a la misma temperatura durante 15 minutos después de lo
cual se adicioné gota a gota el Compuesto Intermedio 11, escuarato de dietilo (479 mg, 2,82
mmol) y la reaccidon se agité a TA durante 16 horas. La mezcla se concentrd y el residuo se
dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se removieron y la capa acuosa se acidificé a pH
1-2 usando HCI 1 N ac., y se agité durante 30 minutos. El precipitado resultante se recolectd
por filtracion, que se lavé con agua con hielo y luego se secé bajo alto vacio para obtener el
Compuesto Intermedio 79, 3-etoxi-4-((6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-
illJamino)ciclobut-3-eno-1,2-diona (350 mg, 1,11 mmol, 43 % de rendimiento) como un sélido

amarillo. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una suspensién del Compuesto Intermedio 79, 3-etoxi-4-((6-metoxi-4-(1H-
tetrazol-5-il)piridin-2-ilyamino)ciclobut-3-eno-1,2-diona (350 mg, 1,11 mmol) en THF (5,5 mL)
y Se calenté HCI (0,55 mL) a 60 °C durante 24 horas, después de lo cual la mezcla se
concentrd a sequedad. El residuo se trituré a partir de EtOAc para obtener el Ejemplo 17, 3-
hidroxi-4-((6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-il)Jamino)ciclobut-3-eno-1,2-diona (170 mg,
0,59 mmol, 53 % de rendimiento) como un sélido amarillo. Datos disponibles en la Tabla 3.

Via F

Procedimiento para la preparacion del Ejemplo 30, 3'-((2-hidroxi-3,4-
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dioxociclobut-1-en-1-il)amino)-N,N-dimetil-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-

carboxamida
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Ejemplo 30

Paso (i): Una solucion del Compuesto Intermedio 1, 3-amino-5-bromobenzonitrilo
(500 mg, 2,53 mmol), Compuesto Intermedio 80, &cido (4-(dimetilcarbamoil)fenil)bordnico
(587 mg, 3,04 mmol), K,CO3 (700 mg, 5,07 mmol) y Pd(PhsP)4 (59 mg, 0,050 mmol) en 1,4-
dioxano (8 mL) y agua (2 mL) se calenté a 90 °C durante 16 horas. La mezcla se enfrié y se
dividié entre EtOAc y agua. Los organicos se separaron y la capa acuosa se lavo con EtOAc.
Los organicos combinados se secaron sobre Na,SO,y se concentraron. El material crudo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (fase normal, silice) bajo un gradiente de
EtOAc (0 % a 16 %) en hexano para obtener el Compuesto Intermedio 81, 3'-amino-5'-ciano-
N,N-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (210 mg, 0,79 mmol, 31 % de rendimiento) como una

goma marrén. Datos disponibles en la Tabla 2.

Paso (ii): Una solucién del Compuesto Intermedio 81, 3'-amino-5'-ciano-N,N-dimetil-
[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (200 mg, 0,754 mmol), NaN; (79,9 mg, 1,50 mmol) y NH,CI (98
mg, 1,50 mmol) en DMF (2 mL) se calentd a 130 °C durante 16 horas. La mezcla se enfrid y
acidificé a pH 1 con HCI 1 M (ac.). El precipitado resultante se recolecté por filtracion y se

purificé por HPLC preparativa [fase inversa (Sunfire C18, 250 x 19 mm, 5 um, 15 mL por min,
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gradiente de Solvente B en Solvente A: 8 % a 25 % de Solvente B (durante 22 min), 22 % a
25 % de Solvente B (durante 5 min), 100 % de Solvente B (durante 2 min), 100 % a 8 % de
Solvente B (durante 3 min); Solvente A: HCOOH al 0,1% en agua. Solvente B: MeCN] para
obtener el Compuesto Intermedio 82, 3'-amino-N,N-dimetil-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-
4-carboxamida (22 mg, 0,071 mmol, 9 % de rendimiento) como un sdlido blanco. Datos

disponibles en la Tabla 2.

Paso (iii): Una solucién del Compuesto Intermedio 82, 3'-amino-N,N-dimetil-5'-(1H-
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (22 mg, 0,071 mmol) y el Compuesto Intermedio 83,
acido escuérico (8,1 mg, 0,071 mmol) en agua (1 mL) se calentd a 125 °C en un tubo sellado
durante 6 horas. La mezcla se enfrid y el sélido se recolectd por filtracién para obtener el
Ejemplo 30, 3'-((2-hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-iJamino)-N,N-dimetil-5'-(1H-tetrazol-5-il)-
[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (10 mg, 0,025 mmol, 35 % de rendimiento) como un sélido

amarillo. Datos disponibles en la Tabla 3.
EJEMPLOS

La invencién ahora se ilustrara, pero no se limitard, por referencia a los siguientes

ejemplos.
EJEMPLOS 1 A 31

Se han preparado los compuestos de los Ejemplos 1 a 31 que se muestran en la Tabla
1 a continuacion. Sus propiedades de RMN y LCMS y los métodos usados para prepararlas
se exponen en la Tabla 3. Los materiales de partida para cada uno de los Ejemplos se listan

en la Tabla 2.

Tabla 1 — Compuestos de ejemplo

Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
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Ejemplo 31
Tabla 2 - Compuestos Intermedios
Tabla 2
Compuesto |
) Via Nombre Datos
Intermedio
1 3-amino-5-bromobenzonitrilo Comercialmente
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disponible,
CAS: 49674-16-0

Comercialmente

2 acido fenilborénico disponible,
CAS: 98-80-6
(LC/IMS Meétodo
_ o o A): m/z 193 [M-HJ
3 Via l 5-amino-[1,1'-bifenil]-3-carbonitrilo _
(ES), a 2,01 min,
UV activo.
Via 9, paso (LC/MS Método
(), _ _ o B): m/z 267
3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-3-
4 Compuesto _ _ [M+H]* (ESY), a
Intermedio 1 carboxilato de etilo 1,36 min, UV
y 84 activo.
(LC/IMS Meétodo
c Via 2 3'-amino-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'- C): m/z 308 [M-H]
bifenil]-3-carboxilato de etilo (ES), a 1,17 min,
UV activo.
Comercialmente
acido 4-(N- | disponible,
° bencilaminocarbonil)fenilborénico CAS: 252663-47-
1
Comercialmente
7 3-Bromo-5-nitrobenzonitrilo disponible,
CAS: 17601-94-4
(LC/MS Método
g Via 3 N-bencil-3'-ciano-5'-nitro-[1,1'-bifenil]-4- | A): m/z 356 [M-H]
carboxamida (ES), a 2,26 min,
UV activo.
(LC/IMS Meétodo
9 Via 3 N-bencil-4-[3-nitro-5-(1H-tetrazol-5- A): m/z 399 [M-HJ
iDfenillbenzamida (ES), a 1,50 min,
UV activo.
4-[3-amino-5-(1H-tetrazol-5-il)fenil]-N- (LC/MS Método
10 Via 3

bencil-benzamida

A): m/z 369 [M-H]
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(ES), a 1,26 min,

UV activo.

Comercialmente

11 Escuarato de dietilo disponible,
CAS: 5231-87-8
_ _ _ _ (LC/MS Método
N-bencil-3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-
) ) _ ) A): m/z 493 [M-H]
12 Via 3 en-1-ilJamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'- _
. . (ES), a 1,43 min,
bifenil]-4-carboxamida _
UV activo.
(LC/MS Método
_ _ _ o H): m/z 239
] acido 3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-4-
13 Via 9 . [M+H]* (ESY), a
carboxilico _
1,60 min, UV
activo.
Comercialmente
14 2-metoxietan-1-amina disponible,
CAS: 109-85-3
(LC/IMS Meétodo
3'-amino-5'-ciano-N-(2-metoxietil)-[1,1- | A): m/z 294 [M-H]
15 Via 4 o _ _
bifenil]-4-carboxamida (ES), a 1,74 min,
UV activo.
Comercialmente
16 5-amino-2-clorobenzonitrilo disponible,
CAS: 5922-60-1
(LC/IMS Método
F): m/z 213
17 Via s 4-cloro-3-(1H-tetrazol-5-il)anilina [M+NH4]* (ESY), a
0,42 min, UV
activo.
Comercialmente
18 (2-ciclopropil-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2- disponible,
dioxaborolano) CAS: 126689-01-
8
) _ _ _ o (400 MHz, DMSO-
19 Via 6 3-ciclopropil-5-nitrobenzonitrilo

dg) & 0,88-0,95
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(m, 2H), 1,07-
1,16 (m, 2H),
2,16-2,26  (m,
1H),  7,99-8,02
(m, 1H), 8,24
826 (m, 1H),
8,46-8,48  (m,
1H).

(LC/MS Método
G): m/z 159

20 Via 6 3-amino-5-ciclopropilbenzonitrilo [M+H]* (ESY), a
2,04 min, UV
activo.

(LC/MS Método
G): m/z 202

21 Via 6 3-ciclopropil-5-(1H-tetrazol-5-il)anilina [M+H]* (ESY), a
1,47 min, UV
activo.

(400 MHz, DMSO-
de) O: 1,56-1,65
(m, 2H), 1,69-
1,78 (m, 2H),
Via 6, paso
0 2,19-2,28 (m,
1)
5-nitro-2',3’,4’,5'-tetrahidro-[1,1-bifenil]- | 2H), 2,37-2,46
22 compuestos o
_ ) 3-carbonitrilo (m, 2H), 6,51-
intermedios
6,58 (m, 1H),
7y85
8,33-8,36 (m,
1H), 8,39-8,42
(m, 1H), 8,56—
8,59 (m, 1H)
(LC/MS Método
G): m/z 201
23 Via7 3-amino-5-ciclohexilbenzonitrilo [M+H]* (ESY), a

259 min, UV

activo.
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24

4-(tributilestannil)piridazina

Comercialmente
disponible,

CAS: 194865-89-
9

25

Via 8

3-nitro-5-(piridazin-4-il)benzonitrilo

(LC/IMS Meétodo
G): m/z 227
[M+H]* (ES*), a
1,66 min, UV

activo.

26

acido(4-(etoxicarbonil)fenil)borénico

Comercialmente
disponible,
CAS: 4334-88-7

27

Via 9

3'-amino-5'-ciano-[1,1'-bifenil]-4-

carboxilato de etilo

(LC/IMS Método
H): m/z 267
[M+H]* (ES*), a
2,07 min, UV

activo.

28

Via 9

acido 3’-amino-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-

bifenil]-4-carboxilico

(LC/IMS Meétodo
H): m/z 282
[M+H]* (ES*), a
1,42 min, UV

activo.

29

Via 9

acido 3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-
1-illamino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-

bifenil]-4-carboxilico

(LC/MS Método
1): m/z 406 [M+H]*
(ESY), a 1,61 min,

UV activo.

30

Via 10

3-bromo-5-(1H-tetrazol-5-il)anilina

(LC/IMS Método
K): m/z 242
[M+H]* (ES*), a
2,94 min, UV

activo.

31

Via 10

3-((3-bromo-5-(1H-tetrazol-5-
il)fenil)amino)-4-etoxiciclobut-3-eno-1,2-

diona

(LC/IMS Meétodo
K): m/z 381
[M+NH,4]* (ESY), a
3,89 min, UV
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activo.

32

5-bromo-2-fluoropiridina

Comercialmente
disponible,
CAS: 766-11-0

33

[4-(trifluorometil)fenillmetanol

Comercialmente
disponible,
CAS: 349-95-1

34

Via 11

(5-bromo-2-((4-

(trifluorometil)bencil)oxi)piridina)

(LC/MS Método
G): m/z 331
[M+H]* (ES*), a
298 min, UV

activo.

35

Via 11

(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-2-((4-

(trifluorometil)bencil)oxi)piridina)

(LC/MS Método
G): m/z 381
[M+H]* (ES*), a
3,15 min, UV

activo.

36

5-bromo-2-nitrobenzaldehido

Comercialmente
disponible,
CAS: 20357-20-4

37

bencilamina

Comercialmente
disponible,
CAS: 100-46-9

38

Via 12

N-bencil-1-(5-bromo-2-

nitrofenil)metanimina

(LC/MS Método
K): m/z 320
[M+H]* (ESY), a
4,87 min, UV

activo.

39

Via 12

2-bencil-5-bromo-2H-indazol

(LC/IMS Meétodo
G): m/z 288
[M+H]* (ES*), a
2,45 min, UV

activo.

40

Via 12

2-bencil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-2H-indazol

(LC/MS Método
G): m/iz 335
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[M+H]* (ESY), a
2,75 min, UV

activo.

41

4-(trifluorometil)fenol

Comercialmente
disponible,
CAS: 402-45-9

42

(2-bromoetil)carbamato de terc-butilo

Comercialmente
disponible,
CAS: 39684-80-5

43

Via 13

(2-(4-(trifluorometil)fenoxi)

etil)carbamato de terc-butilo

(LC/MS Método
A): m/z 206 [M+H-
Boc]* (ES*), a 2,42

min, UV activo

44

Via 13

2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etan-1-amina,

sal de clorhidrato

(LC/IMS Meétodo
A): m/z 206 [M+H-
Boc]* (ES*),a 1,92

min, UV activo

45

3,5-bis(trifluorometil)fenol

Comercialmente
disponible,
CAS: 349-58-6

46

2-bromoetan-1-ol

Comercialmente
disponible,
CAS: 540-51-2

47

Via 14

2-(3, 5-bis (trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol

(LC/MS Método
G): m/z 275
[M+H]* (ESY), a
2,31 min, UV

activo.

48

Via 14

2-(2-(3,5-bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi)-

5-bromopiridina

(LC/IMS Meétodo
G): m/z 431
[M+H]* (ES*), a
3,20 min, UV

activo.

49

2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etan-1-ol

Comercialmente

disponible,
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CAS: 102229-10-
7

50

Via 15

terc-butildimetil(2-(4-

(trifluorometil)fenoxi)etoxi)silano

RMN 'H (CDCls,
400 MHz): & (ppm)
0,12 (s, 6H), 0,93
(s, 9H), 3,98 -
4,03 (m, 2H), 4,08
- 4,12 (m, 2H),
6,99 (d, J=8,4 Hz,
2H), 7,56 (d, J=8,2
Hz, 1H).

51

Via 15

2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etan-1-ol

(LC/MS Método
A): m/z 207 [M+H-
Boc]* (ES*), a2,09

min, UV activo

52

acido 4-boronobenzoico

Comercialmente
disponible,
CAS: 14047-29-1

53

4-(aminometil) benzamida

Comercialmente
disponible,
CAS: 369-53-9

54

Via 16

acido (4-((4-

carbamoilbencil)carbamoil)fenil)borénico

(LC/MS Método
H): m/z 299
[M+H]* (ESY), a
1,24 min, UV

activo.

55

2,6-dicloroisonicotinonitrilo

Comercialmente
disponible,
CAS: 32710-65-9

56

Fenol

Comercialmente
disponible,
CAS: 108-95-2

57

Via 17

2-cloro-6-fenoxiisonicotinonitrilo

(LC/IMS Meétodo
L): m/z 231
[M+H]* (ESY), a
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3,61 min, UV

activo.

Comercialmente

58 4-metoxibencilamina disponible,
CAS: 2393-23-9
(LC/IMS Meétodo
_ _ _ L): m/z 332
) 2-((4-metoxibencil)amino)-6-
59 Via 17 o [M+H]* (ESY), a
fenoxiisonicotinonitrilo
3,95 min, UV
activo.
(LC/MS Método
. _ _ L): m/z 375
) N-(4-metoxibencil)-6-fenoxi-4-(1H-
60 Via 17 o ) [M+H]* (ES*), a
tetrazol-5-il)piridin-2-amina _
3,35 min, UV
activo.
(LC/IMS Meétodo
) o L): m/z 255
) 6-fenoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-
61 Via 18 _ [M+H]* (ESY), a
amina .
2,08 min, UV
activo.
(LC/MS Método
L): m/z 274
) 2-cloro-6-((4-
62 Via 19 . _ S [M+H]* (ESY), a
metoxibencil)amino)isonicotinonitrilo _
3,65 min, UV
activo.
(LC/MS Método
_ . L): m/z 317
) 6-cloro-N-(4-metoxibencil)-4-(1H-
63 Via 19 o ) [M+H]* (ESY), a
tetrazol-5-il)piridin-2-amina _
3,05 min, UV
activo.
(LC/IMS Meétodo
_ _ _ L): m/z 313
. 6-metoxi-N-(4-metoxibencil)-4-(1H-
64 Via 20 [M+H]* (ESY), a

tetrazol-5-il)piridin-2-amina

2,80 min, UV

activo.
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N-(4-metoxibencil)-6-fenil-4-(1H-

(LC/IMS Método
L): m/z 359

65 Via 21 o ] [M+H]* (ESY), a
tetrazol-5-il)piridin-2-amina _
2,77 min, UV
activo.
Comercialmente
4,4,5,5-tetrametil-2-vinil-1,3,2-
66 _ disponible,
dioxaborolano
CAS: 75927-49-0
(LC/MS Método
) o o A): m/z 143 [M-H]
67 Via 22 3-amino-5-vinilbenzonitrilo _
(ES*), a 1,68 min,
UV activo.
Comercialmente
68 cloroformiato de bencilo disponible,
CAS: 501-53-1
(LC/IMS Meétodo
] (3-ciano-5-vinilfenil)carbamato de | B): m/z 279 [M-H]
69 Via 22 _ .
bencilo (ES*), a 1,50 min,
UV activo
(LC/IMS Meétodo
(3-(1H-tetrazol-5-il)-5- C): m/z 320 [M-HJ
70 Via 22 o _ _
vinilfenil)carbamato de bencilo (ESY), a 1,29 min,
UV activo.
(LC/MS Método
) 3-etoxi-4-((3-etil-5-(1H-tetrazol-5- C): m/z 312 [M-HJ
71 Via 22 ) ) ) ] ] )
il)fenil)amino)ciclobut-3-eno-1,2-diona (ES*), a 1,14 min,
UV activo.
Comercialmente
72 3-amino-5-(trifluorometil)benzonitrilo disponible,
CAS: 49674-28-4
(LC/IMS Meétodo
3-(1H-tetrazol-5-il)-5- C): m/z 227 [M-H]
73 Via A ) ) N )
(trifluorometil)anilina (ES), a 1,01 min,
UV activo.
74 Via A 3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5- (LC/MS Método
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(trifluorometil)fenil)amino)-4-

etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona

C): m/z 351 [M-HJ
(ES), a 1,28 min,

UV activo.

Comercialmente

_ o _ disponible,
75 (4-(2-metoxietoxi)fenil)metanamina
CAS: 102196-20-
3
3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1- (LC/MS Método
26 Via C illJamino)-N-(4-(2-metoxietoxi)bencil)-5'- | C): m/z 567 [M-H]
ia
(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4- (ES), a 1,25 min,
carboxamida UV activo.
Comercialmente
27 4,4,5,5-tetrametil-2-(4- disponible,
(trifluorometil)fenil)-1,3,2-dioxaborolano | CAS: 214360-65-
3
] (LC/MS Método
Via 18,
_ o L): m/z 193
Compuesto | 6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-
78 _ _ [M+H]* (ES*), a
Intermedio amina )
1,01 min, UV
64 .
activo.
(LC/MS Método
3-etoxi-4-((6-metoxi-4-(1H-tetrazol-5- L): m/z 317
79 Via E il)piridin-2-il)amino)ciclobut-3-eno-1,2- [M+H]* (ES*), a
diona 2,19 min, UV
activo.
Comercialmente
o o _ _ o disponible,
80 acido (4-(dimetilcarbamoil)fenil)borénico
CAS: 405520-68-
5
(LC/IMS Meétodo
_ _ o H): m/z 266
. 3'-amino-5'-ciano-N,N-dimetil-[1,1'-
81 ViaF o _ [M+H]* (ESY), a
bifenil]-4-carboxamida _
1,43 min, UV
activo.
82 Via F 3'-amino-N,N-dimetil-5'-(1H-tetrazol-5- (LC/MS Método
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i)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida

H): m/z 309
[M+H]* (ES*), a
1,40 min, UV

activo.

83

acido escuarico

Comercialmente
disponible,
CAS: 2892-51-5

84

acido 3-etoxicarbonilfenilborénico

Comercialmente
disponible,
CAS: 4334-87-6

85

2-(1-ciclohexenil)-4,4,5,5-tetrametil-

1,3,2-dioxaborolano

Comercialmente
disponible,

CAS: 141091-37-
4

86

5-(3-aminofenil)tetrazol

Comercialmente
disponible,
CAS: 73732-51-1

87

Via 9,
Compuestos
Intermedios
ly84d

acido 3'-((2-etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-
1-il)amino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-

bifenil]-3-carboxilico

(LC/IMS Meétodo
C): m/z 406 [M-HJ
(ESY), a 1,08 min,

UV activo.

88

Via 2,
compuesto
intermedio
15

3'-amino-N-(2-metoxietil)-5'-(1H-tetrazol-
5-il)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida

(LC/MS Método
A): m/z 337 [M-H]
(ES), a 1,54 min,

UV activo.

89

3-Metoxifenilborénico

Comercialmente
disponible,
CAS: 10365-98-7

90

4-(trifluorometil)bencilamina

Comercialmente
disponible,
CAS: 3300-51-4

91

Via 5,
compuesto
intermedio
92

4-fluoro-3-(1H-tetrazol-5-il)anilina

(LC/IMS Meétodo
F): m/z no se

alinea con la

estructura, a 0,69
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min, UV activo.

Comercialmente

92 5-amino-2-fluorobenzonitrilo disponible,
CAS: 53312-81-5
Comercialmente
93 2-(benciloxi)-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2- | disponible,
dioxaborolan-2-il)piridina CAS: 832735-54-
3
) (LC/MS Método
Via 18,
_ _ o L): m/z 239
Compuesto | 6-fenil-4-(1H-tetrazol-5-il) piridin-2-
94 _ . [M+H]* (ESY), a
Intermedio amina
1,32 min, UV
65 _
activo.
) (LC/MS Método
Via 12, _ )
5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan- | G): m/z 403
Compuestos ) ) ) )
95 _ 2-il)-2-(4-(trifluorometil)bencil)-2H- [M+H]* (ESY), a
Intermedios | .
indazol 2,83 min, UV
36y 90 _
activo.
(LC/IMS Meétodo
Via 12,
5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan- | G): m/z 433
Compuestos _ _ ) o
96 _ 2-il)-2-(2-(4-(trifluorometil)fenoxi)etil)- [M+H]* (ESY), a
Intermedios
2H-indazol 294 min, UV
36y44 .
activo.
Comercialmente
97 5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan- | disponible,
2-il)-1H-indazol CAS: 862723-42-
0
(LC/IMS Meétodo
] G): miz 478
Via 11, paso
, o : N [M+H]* (ES?), a
(i), 2-(2-(3,5-bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi)- _
. ) 3,42 min, UV
98 Compuesto | 5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan- _ )
_ o activo (éster
Intermedio 2-il) piridina o
48 borénico); m/z 396

[M+H]* (ESY), a
2,54 min, UV
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activo (acido
borénico)
Via 11, paso (LC/IMS Meétodo
(i), acido (6-(2-(4- | G): m/z 328
99 Compuesto | (trifluorometil)fenoxi)etoxi)piridin-3- [M+H]* (ESY), a
Intermedio il)boroénico 2,32 min, UV
100 activo.
Via 14, paso (LC/MS Método
(i), G): m/z 363

5-bromo-2-(2-(4-
100 Compuestos

(trifluorometil)fenoxi)etoxi)piridina

[M+H]* (ESY), a

Intermedios 3,01 min, UV
32y51 activo.
Via 6, Paso (LC/IMS Método
(iii), G): m/z 244
101 Compuesto | 3-ciclohexil-5-(1H-tetrazol-5-il)anilina [M+H]* (ESY), a
Intermedio 2,02 min, UV
23 activo.
Via 6, pasos (LC/IMS Meétodo
(ii)-(iin), S G): m/z 240
3-(piridazin-4-il)-5-(1H-tetrazol-5-
102 Compuesto | [M+H]* (ES*), a
il)anilina
Intermedio 1,23 min, UV
25 activo.
Tabla 3 — Compuestos de ejemplo
Tabla 3
Compue | Métod Méto
) Datos
Ej. sto o] do
Nombre _ | *H RMN de
No. Intermed | sintéti LCM
: LCMS
io co S
3-((3-(1H-tetrazol-5- Via A (400 MHz, m/z
ia A,
ifenilyamino)-4- DMSO-ds) o: 255
1 i o 86y11 pasos D
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (i)-(ii) 7,50-7,54 (M-H)-
ii)-(iii
diona (m, 1H), (ES)
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7,59-7,61 a 1,19

(m, 1H), min,

7,66-7,69 uv

(m, 1H), activo

8,09-8,10

(m, 1H),

10,49 (s,

1H). No se

observaron

dos protones

acidos.

(400 MHz,

DMSO-ds) o: m/z

7,85 (s, 1H), 324
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5- 8,20 (s, 1H), (M-H)
(trifluorometil)fenil)amino)-4- . 8,37 (s, 1H), (ES)
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- 2 vVias 10,54 (s, a 2,12
diona 1H). No se min,

observaron uv

dos protones activo

acidos.

(400 MHz,

DMSO-dg) &:

7,41-7,45

(m, 1H), m/z

7,51-7,55 331
3-((5-(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'- (m, 2H), (M-H)-
bifenil]-3-il)amino)-4- . 7,74-7,77 (ES)
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- 3 vVias (m, 2H), a 241
diona 9,97-9,98 min,

(m, 1H), uv

8,02-8,03 activo

(m, 1H),

8,05-8,06

(m, 1H),
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10,70 (s,
1H). No se
observaron
dos protones

acidos.

3'-((2-hidroxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-il)
amino)-5'-(1H-tetrazol-5-il)-
[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de

etilo

5y 11

Via A,
pasos

(i)-(iii)

(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
1,35 (t, J =
7,1 Hz, 3H),
4,37 (q, J =
7,1 Hz, 2H),
7,67-7,71
(m,  1H),
7,95-7,96
(m,  1H),
8,00-8,05
(m, 2H),
8,11-8,12
(m, 1H),
8,14-8,15
(m, 1H),
8,32-8,33
(m, 1H),
10,51 (s,
1H). No se
observaron
dos protones

acidos.

m/z
404
(M-H)
(ES)
a 2,74
min,
uv

activo

N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-
illamino)-5'-(1H-tetrazol-5-
il)-[1,1"-bifenil]-4-

carboxamida

12

Via B

(400 MHz,
DMSO-dg) &:
451 (d, J =
6,0 Hz, 2H),
7,20-7,27

(m, 1H),
7,30-7,36

m/z
465
(M-H)
(ES)
a 2,65
min,
uv
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(m, 4H), 7,87
(d, J = 84
Hz, 2H),
8,02-8,07
(m, 3H),
8,07-8,12
(m, 2H), 9,14
(t, J=6,0 Hz,
1H), 10,74
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones

acidos.

activo

N-bencil-3'-((2-hidroxi-3,4-
dioxociclobut-1-en-1-
illamino)-5'-(1H-tetrazol-5-
il)-[1,1"-bifenil]-3-

carboxamida

87y 37

Via C

(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
451 (d, J =
5,9 Hz, 2H),
7,20-7,25
(m, 1H),
7,30-7,35
(m, 4H),
7,60-7,64
(m, 1H),
7,90-7,95
(m, 3H),
8,08-8,09
(m, 1H),
8,15-8,16
(m,  1H),
8,27-8,28
(m, 1H), 9,17
(t, J=5,9 Hz,
1H), 10,38
(s, 1H). No

m/z
465
(M-H)
(ES)
a 2,70
min,
uv

activo
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se

observaron

dos protones

acidos.

(400 MHz,

DMSO-dg) d:

3,23-3,29

(m, 3H), 3,45

(m, 4H),

7,81-7,88

(m, 2H), 7,90 m'z
3'-((2-hidroxi-3,4- (s, 1H), 433
o (M-H)
dioxociclobut-1-en-1- Via A, | 7,96-7,99 (ES)
illamino)-N-(2-metoxietil)-5'- | 88y 11 pasos | (m, 2H), 8,07 a 2.08
(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'- @iH-(iii) | (s, 1H), 8,27 .
bifenil]-4-carboxamida (s, 1H), S\I;‘

8,56-8,63 ]

m, 1H), activo

10,24 (s,

1H). No se

observaron

dos protones

acidos.

(400 MHz,

DMSO-dg) 6:

3,27-3,28 m/z
3'-((2-hidroxi-3,4- (m, 3H), 539
dioxociclobut-1-en-1- 3,60-3,64 (M-H)
il)amino)-N-(4-(2- 29y 75 Via C (m, 2H), (ES)
metoxietoxi)bencil)-5'-(1H- 4,02-4,06 a 2,72
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4- (m, 2H), 4,42 min,
carboxamida (d, J =59 uv

Hz, 2H), 6,89 activo

(d, J = 85

Hz, 2H), 7,24

88



Confidencial

(d, J = 85
Hz, 2H), 7,85
(d, J = 83
Hz, 2H), 7,93
(s, 1H), 8,02
(d, J = 83
Hz, 2H), 8,07
(s, 1H), 8,23
(s, 1H), 9,05
(t, J=5,9 Hz,
1H), 10,35
(s, 1H). No
se

observaron
dos protones

acidos.

3-hidroxi-4-((3'-metoxi-5-
(1H-tetrazol-5-il)-[1,1'-
bifenil]-3-il)amino)ciclobut-3-

eno-1,2-diona

31y 89

Via D

(400 MHz,
DMSO-de) 6:
3,84 (s, 3H),
6,96-7,02
(m, 1H),
7,32-7,35
(m, 2H),
7,41-7,45
(m, 1H),
7,91-7,92
(m, 1H),
8,03-8,04
(m,  1H),
8,13-8,14
(m, 1H),
10,49 (s,
1H). No se
observaron

dos protones

m/z
362
(M-H)
(ES)
a 2,51
min,
uv

activo
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acidos.

(400 MHz,

DMSO-de) o:

1,23 (t, J =

7,3 Hz, 3H),

2,66 (g, J = m/z

7,3 Hz, 2H), 284
3-((3-etil-5-(1H-tetrazol-5- ) 7,50 (s, 1H), (M-H)
ilfenil)amino)-4- via A 7,54-7,55 (ES)

10 71 paso

hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (m, 1H), a 1,97
diona () 7,88-7,90 min,

(m, 1H), uv

10,46 (s, activo

1H). No se

observaron

dos protones

acidos.

(400 MHz,

DMSO-dg) d:

7,59-7,71

(m, 1H),

7,91-7,96

(m, 1H), m/z

7,97-8,03 376
acido 3'-((2-hidroxi-3,4- ) (m, 2H), (M-H)-
dioxociclobut-1-en-1- via A 8,08-8,12 (ES)

11 87 paso

illJamino)-5'-(1H-tetrazol-5- (m, 1H), a 2,09
i)-[1,1"-bifenil]-3-carboxilico (i) 8,14-8,21 min,

(m, 1H), 8,34 uv

(s, 1H), activo

10,40 (s,

1H). No se

observaron

tres protones

acidos.
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(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
461 (d, J =
6,1 Hz, 2H),
7,58 (d, J =
8,1 Hz, 2H),
7,72 (d, J = m/z
3'-((2-hidroxi-3,4- 8,1 Hz, 2H), 533
dioxociclobut-1-en-1- 7,81 (s, 1H), (M-H)
illamino)-5'-(1H-tetrazol-5- 7,90 (d, J = (ES)
12 _ 29y 90 ViaC
il)-N-(4- 8,2 Hz, 2H), a 1,68
(trifluorometil)bencil)-[1,1'- 8,01-8,08 min,
bifenil]-4-carboxamida (m, 3H), 8,50 uv
(s, 1H), 9,26 activo
(t, J=6,1 Hz,
1H), 9,65 (s,
1H). No se
observaron
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
7,24-7,35
m/z
(m, 1H),
276
7,64-7,73
3-((4-fluoro-3-(1H-tetrazol- ) (M+H)
_ ) _ Via A, | (m, 1H),
5-il)fenilyamino)-4- *(ESY)
13 ) o 91y 11 pasos | 8,07-8,16
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- o a 0,69
_ (@i)-(iii) | (m, 1H), _
diona min,
10,62 (s,
uv
1H). No se .
activo
observaron
dos protones
acidos.
3-((4-cloro-3-(1H-tetrazol-5- Via A, | (400 MHz, m/z
14 _ _ _ 17y 11
ifenilyamino)-4- pasos | DMSO-dg) &: 290
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hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (@in-(iii) | 7,61-7,75 (M-H)-
diona (m, 2H), 7,88 (ES)
(s, 1H), a 0,78
10,60 (s, min,
1H). No se uv
observaron activo
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
7,80-7,83
(m, 1H), 7,87
(d, J = 82
Hz, 2H), 7,99
(d, J = 82
Hz, 2H), m/z
_ 8,03-8,05 402
3-((5-(1H-tetrazol-5-il)-4'-
. : o (m, 1H), (M+H)
(trifluorometil)-[1,1'-bifenil]-
. . . 8,38-8,45 *(ESY)
15 3-iljamino)-4- 31y 77 Via D
_ o (m, 1H), 9,63 a 3,79
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- _
. (s, 1H). No min,
diona
se uv
observaron activo
dos protones
acidos.
Senal de
amonio
observada a
6,95-7,20
ppm.
3-((3-(6-(benciloxi)piridin-3- (400 MHz, m/z
i)-5-(1H-tetrazol-5- DMSO-dg) 6: 441
16 il)fenil)amino)-4- 31y 93 ViaD |5,43 (s, 2H), (M+H)
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- 7,04 (d, J = *(ESY)
diona 8,6 Hz, 1H), a 3,93
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7,29-7,37
(m, 1H),
7,37-7,43
(m, 2H),
7,48-7,52
(m, 2H),
7,70-7,74
(m, 1H),
7,97-8,00
(m, 1H), 8,12
(dd, J = 2,6,
8,6 Hz, 1H),
8,36-8,46
(m, 1H), 8,59
d, J = 26
Hz, 1H), 9,64
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones
acidos.
Seiial de
amonio
observada a
6,95-7,20
ppm.

min,
uv

activo

17

3-hidroxi-4-((6-metoxi-4-
(1H-tetrazol-5-il)piridin-2-
illamino)ciclobut-3-eno-1,2-

diona

78y 11

Via E

(400 MHz,
DMSO-dg) &:
3,98 (s, 3H),
711 (d, J =
1,2 Hz, 1H),
7,56 (d, J =
1,2 Hz, 1H),
11,16 (s,
1H). No se

m/z
289
(M+H)
*(ESY)
a 1,66
min,
uv

activo
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observaron
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
7,51-7,69
(m, 3H), 7,97
m/z
(d, J = 1,3
333
) _ _ Hz, 1H),
3-hidroxi-4-((6-fenil-4-(1H- (M-H)-
N 8,01-8,04
tetrazol-5-il)piridin-2- ] (ES)
18 _ _ _ 94y11 ViaE | (m, 2H), 8,05
illamino)ciclobut-3-eno-1,2- a 1,89
_ (d, J = 13 _
diona min,
Hz, 1H),
uv
11,63 (s, ]
activo
1H). No se
observaron
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
5,82 (s, 2H),
7,47-7,56
(m, 2H),
m/z
7,68-7,79
, 532
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(2- (m, 4H), 7,81
. : : (M+H)
(4-(trifluorometil)bencil)-2H- (s, 1H), 8,01 " (ESY
19 indazol-5-il)fenil)amino)-4- 31y 95 ViaD | (s, 1H), 8,13 440
a- 1
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (s, 1H), 8,42 _
min,
diona (s, 1H), 8,69
uv
(s, 1H), 9,64 )
activo
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones
acidos.
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(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
5,55 (s, 2H),
7,06 (d, J =
8,7 Hz, 1H),
7,70-7,75
(m, 3H), 7,77
(d, J = 83 m/z
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(6- Hz, 2H), 509
((4- 7,84-7,89 (M+H)
trifluorometil)bencil)oxi)pirid m, 1H), 8,12 +(ES*
20 ( _ _ ), Joxip 31y 35 Via D ( ) (ESY)
in-3-il)fenil)amino)-4- (dd, J = 2,5, a 4,13
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- 8,7 Hz, 1H), min,
diona 8,24-8,32 uv
(m, 1H), 8,55 activo
(d, J = 25
Hz, 1H), 9,45
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
5,69 (s, 2H),
m/z
7,24-7,59
464
3-((3-(2-bencil-2H-indazol- (m, 5H),
_ (M+H)
5-il)-5-(1H-tetrazol-5- 7,69-7,74 - (ES")
21 il)fenil)amino)-4- 31y 40 ViaD | (m,2H), 7,79 362
a o,
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (s, 1H), 7,98 _
min,
diona (s, 1H), 8,10
uv
(s, 1H), 8,38 )
activo
(s, 1H), 8,62
(s, 1H), 9,59
(s, 1H). No
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se
observaron
dos protones
acidos.
Sedfal de
amonio

observada a

6,95-7,20

ppm.

(400 MHz,

DMSO-dg) 6:

6,91 (s, 1H),

7,24-7,35

(m, 3H),

7,45-7,52 m/z

(m, 2H), 7,96 349
3-hidroxi-4-((6-fenoxi-4-(1H- (s, 1H), (M-H)
tetrazol-5-il)piridin-2- ) 10,61 (s, (ES)

22 _ _ _ 6ly 11 Via E

illamino)ciclobut-3-eno-1,2- 1H). No se 1,92
diona observaron min,

dos protones uv

acidos. activo

Sefial de

amonio

observada a

6,95-7,20

ppm.

(400 MHz, m/z
3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(2- DMSO-de) 6: 562
(2-(4- 4,64 (t, J = (M+H)
(trifluorometil)fenoxi)etil)- 5,1 Hz, 2H), *(ESY)

23 _ ) _ _ 31y 96 Via D

2H-indazol-6-il)fenil)amino)- 489 (t, J = a 3,94
4-hidroxiciclobut-3-eno-1,2- 5,1 Hz, 2H), min,
diona 7,16 (d, J = uv

8,6 Hz, 2H), activo
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764 (d, J =
8,6 Hz, 2H),
7,69-7,71
(m, 2H),
7,79-7,83
(m, 1H),
7,82-7,87
(m, 1H),
8,04-8,08
(m, 1H),
8,24-8,32
(m, 1H), 8,56
(s, 1H), 9,40
(s, 1H). No
se
observaron

dos protones

acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
0,74 (s, 2H),
0,95 (s, 2H),
1,88 (s, 1H),
m/z
7,21 (s, 1H),
298
_ _ 7,61 (s, 1H),
3-((3-ciclopropil-5-(1H- ] (M+H)
_ _ _ Via A, | 7,78 (s, 1H),
tetrazol-5-il)fenil)amino)-4- *(ESY)
24 _ o 21y 11 pasos | 9,36 (m, 1H).
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- o a 2,95
_ (i1)-(iii) | No se _
diona min,
observaron
uv
dos protones )
activo

acidos.
Seiial de
amonio
observada a
6,95-7,20
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ppm.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
7,66 (d, J =
8,9 Hz, 1H),
7,76-7,87
(m, 2H), 7,96
(s, 1H), 8,08- m/z
) _ 8,23 (m, 2H), 372
3-((3-(1H-indazol-5-il)-5-
8,38 (s, 1H), (M-H)
(1H-tetrazol-5-
_ _ _ ) 9,57 (s, 1H), (ES)
25 ifenilyamino)-4- 31y 97 ViaD
o 13,16 (s a 1,47
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- _
_ 1H). No se min,
diona
observaron uv
dos protones activo
acidos.
Senfal de
amonio
observada a
6,95-7,20
ppm.
(400 MHz,
DMSO-dg) &:
4,55-4,64
(m, 2H), m/z
3-((3-(6-(2-(3,5- 4,67-4,79 607
bis(trifluorometil)fenoxi)etoxi (m, 2H), 7,01 (M+H)
iridin-3-il)-5-(1H-tetrazol- d J = 8,6 *(ESY
26 )p. ) )_ ( 31y 98 Via D ( (ESY)
5-il)fenil)amino)-4- Hz, 1H), 7,66 a 2,13
hidroxiciclobut-3-eno-1,2- (s, 1H), 7,72 min,
diona (s, 3H), 8,00 uv
(s, 1H), 8,13 activo
(dd, J = 2,6,
8,6 Hz, 1H),
8,45 (s, 1H),
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8,59-8,62
(m, 1H), 9,66
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones
acidos.
Senal de
amonio
observada a
6,95-7,20
ppm.

27

3-((3-(1H-tetrazol-5-il)-5-(6-
(2-(4-
(trifluorometil)fenoxi)etoxi)pi
ridin-3-il)fenil)amino)-4-
hidroxiciclobut-3-eno-1,2-

diona

31y 99

Via D

(400 MHZz,
DMSO-dg) 6:
4,45-4,49
(m, 2H),
4,67-4,73
(m, 2H), 7,03
(d, J = 86
Hz, 1H), 7,21
(d, J = 84
Hz, 2H), 7,68
(d, J = 84
Hz, 2H), 7,73
(s, 1H), 7,99
(s, 1H), 8,10-
8,14 (m, 1H),
8,43 (s, 1H),
8,60 (s, 1H),
9,66 (s, 1H).
No se
observaron
dos protones

acidos.

m/z
539
(M+H)
*(ESY)
a 4,12
min,
uv

activo

28

3-((3-ciclohexil-5-(1H-

101y 11

Via A,

(400  MHz,

m/z
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tetrazol-5-il)fenil)amino)-4-
hidroxiciclobut-3-eno-1,2-

diona

pasos

(i)~ (iii)

DMSO-dg) 6:
1,19-1,30
(m, 1H),
1,33-1,50
(m, 4H),
1,69-1,76
(m, 1H),
1,78-1,83
(m, 4H),
2,41-2,47
(m, 1H),
7,31-7,34
(m,  1H),
7,72-7,77
(m, 1H),
7,79-7,84
(m, 1H), 9,35
(s, 1H). No
se
observaron
dos protones
acidos.
Seiial de
amonio
observada a
6,95-7,20
ppm.

357
(M+N

(ESY)
a 1,43
min,
uv

activo

29

3-hidroxi-4-((3-(piridazin-4-
il)-5-(1H-tetrazol-5-
il)fenil)amino)ciclobut-3-

eno-1,2-diona

102y 11

Via A,
pasos

(i)~ (iii)

(400 MHz,
D,0) &: 7,59
(s, 1H), 7,70-
7,86 (m, 3H),
8,94 (s, 1H),
9,25 (s, 1H).
No se

observaron

m/z
336
(M+H)
*(ESY)
a 2,73
min,
uv

activo
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tres protones
intercambiab
les.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
3,01 (s, 6H),
7,54-7,56 (d,
J = 8,0 Hz, m/z
. . 1H), 7,83- 405
3'-((2-hidroxi-3,4-
_ _ 7,93 (m, 3H), (M+H)
dioxociclobut-1-en-1-
_ _ S ) 8,07-8,13 *(ESY)
30 illamino)-N,N-dimetil-5'-(1H- | 1y 80 Via F
_ o (m, 2H), a 1,69
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4- _
. 8,21-8,24 min,
carboxamida
(m, 1H), 9,93 uv
(s, 1H). No activo
se
observaron
dos protones
acidos.
(400 MHz,
DMSO-dg) 6:
4,57-4,59
(m, 2H),
7,35-7,43 m/z
. . (m, 2H), 508
N-(4-carbamoilbencil)-3'-((2-
_ _ _ _ 7,74-7,94 (M-H)
hidroxi-3,4-dioxociclobut-1-
. : . (m, 5H), (ES)
31 en-1-il)amino)-5'-(1H- ly54 Via F
_ o 8,01-8,25 al7l
tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4- _
) (m, 4H), min,
carboxamida
8,98-8,99 uv
(m, 1H), activo
10,10 (s,
1H). No se
observaron
dos protones
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acidos y no
se
observaron
dos protones
de
carboxamida

primaria.

COMPUESTOS CRISTALINOS

Preparacion de la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato 1) (nho sembrada)

El compuesto A es el compuesto del Ejemplo 5 (estructura anterior). 2 mL de 97,6 %
(THF:agua 3:1) : Se adicionaron DMSO al 2,4% a 50 mg del Compuesto A y la mezcla se
calent6 a 50 °C dando como resultado la disolucién. Se adicioné 1 equivalente de trometamina
acuosa 1M a la solucion y se equilibr6 a 50 °C durante una hora antes de enfriarse a
temperatura ambiente y se dejo agitando durante la noche. La solucion luego se evapord
(hasta aproximadamente 25 % del volumen original) bajo nitrégeno hasta que se produjo la
precipitacion. El solido resultante se filtro, se lavd con IPA 'y se secé bajo vacio a 45 °C.

Preparacion de la sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato |) (sembrada)

Compuesto A (1 p, escala en kg) se carg6 a un recipiente bajo nitrégeno. Esto fue
seguido por la adicién de THF (6,08 vol) y luego una solucion acuosa de trometamina (0,268
p de trometamina disuelta en 2,21 vol de agua). Luego se adicioné agua (1,84 vol) al
recipiente. La mezcla se calentd hasta disolucion a 60 °C. La solucion se enfrié a 50 °C. Se
adicion6 acetonitrilo (1,29 vol) antes de que la reaccién se sembrara con Hidrato | cristalino
de la sal de trometamina del Compuesto A (0,0126 en peso). La mezcla se dejé equilibrar
durante 1 hora. Luego se adicion6 acetonitrilo (6,33 vol) a la suspensién durante 2 horas. La

mezcla se enfrio a 5 °C y se agité durante la noche. Los sdlidos se lavaron con acetonitrilo
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(3,96 vol) antes de secarse bajo vacio a 45 °C para obtener la sal de trometamina del

Compuesto A (Hidrato 1).
Propiedades de la Sal de Trometamina del Compuesto A (Hidrato I)

El patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) del Hidrato | anterior de la sal de
trometamina del Compuesto A se muestra en la Figura 1 y un resumen del angulo de difraccion
y los espaciados d se dan en la Tabla 4 (picos caracteristicos) y la Tabla 5 (lista completa de
picos). El andalisis XRPD se realiz6 en un difractometro PANalytical Xpert Pro sobre obleas de
Si de fondo cero. Las condiciones de adquisicion incluyen radiacion Cu Ka, tension del
generador: 40 kV, corriente del generador: 45 mA, tamafo del paso 0,02 ° 20, angulo inicial:
2,0° 26, angulo final: 40,0° 26.

Tabla 4
Pos. [°20] d-espaciados [A]
39 £0,2 22,8
7.7 £0,2 11,4
10,0 £0,2 8,8
15,8 £0,2 5,6

Tabla 5
Pos. [°20] d-espaciados [A] Pos. [°20] d-espaciados [A]
39 £0,2 22,8 219 0,2 4,1
7,7 £0,2 11,4 22,6 £0,2 3,9
10,0 £0,2 8,8 23,3 £0,2 3,8
11,6 £0,2 7,6 24,7 £0,2 3,6
12,4 £0,2 7,1 248 £0,2 3,6
13,0 £0,2 6,8 25,4 0,2 3,5
13,6 £0,2 6,5 25,7 £0,2 3,5
14,7 £0,2 6,0 26,5 0,2 3.4
14,8 £0,2 6,0 26,9 0,2 3,3
15,8 £0,2 5,6 27,2 £0,2 3,3
16,7 £0,2 5,3 28,4 +0,2 3,1
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17,2 £0,2 5,2 29,2 +0,2 3,1
18,0 £0,2 4,9 299 £0,2 3
18,4 £0,2 4,8 31,0 £0,2 29
18,9 +£0,2 4,7 32,0 £0,2 2,8
19,7 £0,2 4,5 33,1 £0,2 2,7
20,1 £0,2 4,4 35,8 £0,2 2,5
20,6 £0,2 4,3 40,0 £0,2 2,3
21,3 £0,2 4,2

Un termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de ejemplo del Hidrato |
anterior de la sal de trometamina del Compuesto A se muestra en la Figura 2. El andlisis de
DSC se realiz6 con un calorimetro diferencial de barrido TA Instruments Q100 equipado con
un muestreador automatico y un sistema de enfriamiento refrigerado bajo una purga de 50
mL/min N,. Los termogramas de DSC de las muestras se obtuvieron a 10 °C/min en una
bandeja de Al sellada. El termograma de DSC exhibe una endoterma con una temperatura de
inicio de aproximadamente 155 °C. Sin embargo, esto puede variar dependiendo de las

condiciones experimentales y el nivel de cristalinidad.

En la Figura 3 se muestra un termograma de analisis termogravimétrico (TGA) de
ejemplo del Hidrato | anterior de la sal de trometamina del Compuesto A. El andlisis TGA se
realizé en un analizador termogravimétrico TA Instruments Q5000 bajo un flujo de N, de 25
mL/miny una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. El termograma de TGA de este hidrato
habitualmente exhibe una pérdida de peso de entre 6-7 % de 30-120 °C, que corresponde a
aproximadamente 2-2,5 equivalentes de agua por cada equivalente del Compuesto A, es

decir, un hidrato variable.
Preparacion de la Sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato Il) (no sembrada)

Se adicion6 2 mL de metanol a 100 mg de una forma amorfa de sal de trometamina
del Compuesto A y la suspension se equilibr6 a temperatura ambiente durante la noche. El
sélido resultante se filtr6 y secé bajo vacio a 45 °C.

Preparacion de la Sal de trometamina del Compuesto A (Hidrato Il) (sembrada)

Se adicion6 60 mL de metanol a 3 g de Hidrato | de la sal de trometamina del
Compuesto A en un recipiente con agitacion superior. Se adicionaron 60 mg (2 % p/p de carga

de semilla) del Hidrato Il de la sal de trometamina del Compuesto A y la mezcla de reaccion
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se equilibré durante la noche a temperatura ambiente. La suspension se espesod y se puso

mucho mas pélida durante la noche. El sélido resultante se filtr6 y seco bajo vacio a 45 °C.

El patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) del Hidrato Il anterior de la sal de
trometamina del Compuesto A se muestra en la Figura 4 y un resumen del angulo de difraccion
y los espaciados d se proporcionan en la Tabla 6 (picos caracteristicos) y la Tabla 7 (lista
completa de picos). El andlisis XRPD se realizé en un difractometro PANalytical Xpert Pro
sobre obleas de Si de fondo cero. Las condiciones de adquisicion incluyen radiacion Cu Ka,
tensién del generador: 45 kV, corriente del generador: 40 mA, tamafio del paso 0,03 ° 20,

angulo inicial: 3,0° 26, angulo final: 35,0° 26.

Tabla 6
Pos. [°26] d-espaciados [A]
44 + 0,2 20,2
14,4 £ 0,2 6,1
239 = 0,2 3,7

Tabla 7
Pos. [°26] d-espaciados [A] Pos. [°260] d-espaciados [A]
44 = 0,2 20,2 22,4 £ 0,2 4
54 £ 0,2 16,3 22,6 £ 0,2 3,9
9,0 £ 0,2 9,8 23,0 £ 0,2 3,9
11,1 £ 0,2 7,9 239 = 0,2 3,7
115 £ 0,2 7,7 257 £ 0,2 3,5
11,7 £ 0,2 7,6 26,1 £ 0,2 3.4
12,6 £ 0,2 7 26,8 + 0,2 3,3
134 + 0,2 6,6 27,2 £ 0,2 3,3
13,7 £ 0,2 6,5 279 £ 0,2 3,2
144 £ 0,2 6,1 285 = 0,2 3,1
16,8 £ 0,2 5,3 29,2 £ 0,2 3,1
18,0 = 0,2 4,9 29,9 £+ 0,2 3
184 + 0,2 4.8 30,4 £ 0,2 2,9
18,9 £ 0,2 4.7 32,0 £ 0,2 2,8

105



Confidencial

20,3 = 0,2 4,4 32,8 + 0,2 2,7
21,1 £ 0,2 4,2 34,0 £ 0,2 2,6
219 £ 0,2 4,1

En la Figura 5 se muestra un ejemplo de termograma de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) del Hidrato Il anterior de la sal de trometamina del Compuesto A. El analisis
DSC se realiz6 con un calorimetro diferencial de barrido PerkinElmer Pyris 6000 equipado con
un inyector automatico y un sistema de enfriamiento refrigerado bajo una purga de N, de 20
mL/min. Los termogramas de DSC de las muestras se obtuvieron a 20 °C/min en una bandeja
de Al de orificio de alfiler. El termograma de DSC exhibe una endoterma con una temperatura
de inicio de aproximadamente 210 °C. Sin embargo, esto puede variar dependiendo de las

condiciones experimentales y el nivel de cristalinidad.

En la Figura 6 se muestra un ejemplo de termograma de analisis termogravimétrico
(TGA) del Hidrato Il anterior de la sal de trometamina del Compuesto A. El andlisis TGA se
realizé en un analizador termogravimétrico PerkinElmer Pyris 1 bajo un flujo de N, de 20
mL/min y una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. El termograma de TGA de este hidrato
habitualmente exhibe una pérdida de peso de entre 1-3% de 30-150 °C, que corresponde a
aproximadamente 0,3-1 equivalentes de agua por cada equivalente del Compuesto A, es

decir, un hidrato variable.

Se realizaron estudios de actividad de agua para determinar la actividad critica del
agua en la que cada Hidrato | e Hidrato Il es estable. Las suspensiones competitivas de
Hidrato | e Hidrato Il se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un intervalo de mezclas
de solventes acuosos con actividad de agua variable. Se aislo el Hidrato | de todas las mezclas
con una actividad de agua mayor de 0,5. El equilibrio del Hidrato 1l solo confirmé la conversién
al Hidrato | en mezclas de solventes con actividad de agua de 0,5 o mayor. Las suspensiones
competitivas de Hidrato | e Hidrato Il a temperatura ambiente en mezclas de solventes con
una actividad de agua de 0,2 dieron como resultado una mezcla de soélidos de Hidrato | e
Hidrato II.

Preparacion del compuesto cristalino A (acido libre) (patron 3)

El Compuesto A crudo (&cido libre) se purificé por cromatografia en fase inversa
aplicando condiciones basicas (pH alto) bajo un gradiente de acetonitrilo al 5 - 35 % en medios
acuosos (0,2 % de hidréxido de amoniaco al 28 % en agua) en un método de 12,5 minutos a

través de una columna Gemini-NX C18 (5 ym, 100 x 30 mm) en un Gilson Semi Preparative

106



Confidencial

HPLC, Bombas 332 y 331, manipulador de liquidos GX-271, software de trilucion usando una
velocidad de flujo de 30 mL/min y Detector de matriz de diodos 171 a 205 nm, 210 nm y 230
nm. Las fracciones deseadas se combinaron y luego se evaporaron en una maquina Biotage

V10 para dar un residuo sélido blanco (4 g), una sal de diamonio.

La sal de diamonio (4 g, 7,99 mmol) se disolvio en DMSO (39,96 mL) y se agité durante
30 minutos. Se adicioné HCI 1 N (59,94 mL, 59,94 mmol) y el precipitado resultante se
recolect6 por filtracién, se lavé con agua enfriada con hielo (20 mL) y se sec6 para obtener el
producto crudo que se resuspendié en EtOH (40 mL) y se agité durante 3 horas. La
suspension se filtrd para dar un sélido blanco seco que se molié hasta un polvo fino (2,94 g).
RMN revel6 que este polvo era el producto deseado; sin embargo, una gran cantidad de
DMSO permanecio en la muestra. Por lo tanto, el sélido se resuspendié en EtOH (25 mL) y
se agité durante 18 h. La suspension luego se filtrg, y el sélido se recolectd, se molié a un
polvo fino usando una mano de mortero y mortero para dar el &cido libre del Compuesto A
(2,39 g,5,12 mmol, 64,1% de rendimiento) como un sélido cristalino blanco. RMN del producto
muestra que una pequefia cantidad de DMSO permanecié en la muestra con la relacion de
producto a DMSO siendo aproximadamente 1:0,05. El patron de difraccién de rayos X en
polvo (XRPD) del acido libre del Compuesto A cristalino se muestra en la Figura 7, y este

sélido cristalino se denomina "Patréon 3".

En la Figura 8 se muestra un ejemplo de termograma de analisis termogravimétrico

(TGA) del Patrén 3 de acido libre del Compuesto A anterior.
Preparacion del compuesto cristalino A (acido libre) (patron 1)

Cuando el Patron 3 de &cido libre del Compuesto A cristalino se secé calentando a 45
°C bajo vacio (aprox. 10-15 mbar) durante la noche, se obtuvo un sélido cristalino diferente,
denominado “Patrén 1”. El patron de XRPD del Patron 1 de &cido libre del Compuesto A se

muestra en la Figura 9.

En la Figura 10 se muestra un ejemplo de termograma de analisis termogravimétrico

(TGA) del Patrén 1 de acido libre del Compuesto A anterior.
ACTIVIDAD BIOLOGICA
EJEMPLO A

Unién alaisoforma GPR35a humana
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Sobreexpresion de baculovirus GPR35a humano en células HEK293f a una densidad
celular de 2,5x10¢ células/mL y una multiplicidad de infeccion de 2,5 durante 24 h en Pro293
(Lonza) + FBS al 5 %, Glutamax al 1 % y Pen/Strep al 0,4 %. Las células se cosecharon y
centrifugaron A 2500 RPM durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se vertié y el sedimento
se almacend a -80 °C. El sedimento se descongelé y se resuspendi6 en 15 mL de
amortiguador de homogeneizacion (HEPES 20 mM, EDTA 10 mM, pH 7,4). Luego
homogeneizar en homogeneizador mecanico (VMR) durante 10 segundos. La membrana se
centrifugd en tubos de centrifuga a 40.000 g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
vertio y se resuspendié en 15 mL de amortiguador de homogeneizacion. Homogeneizado
durante 20 segundos. La membrana se centrifugd a 40.000 g durante 45 min a 4 °C. La
membrana se resuspendié en 3 mL de amortiguador de almacenamiento (HEPES 20 mM,

EDTA 0,1 mM, pH 7,4) mezclando bien. Las membranas resultantes se almacenaron a -80 °.

Los homogeneizados de membrana celular GPR35 se resuspendieron en el
amortiguador de union (TRIS 50 mM + MgCI2 10 mM pH 7,4) a una concentracion de ensayo
final de 5 ug/pocillo. Los compuestos de prueba se diluyeron en dimetilsulfoxido (DMSO
(Sigma Aldrich, Reino Unido)), para formar una curva de concentracién de 10 puntos ¥z log.

Los compuestos de prueba se adicionaron por placa, seguidos de 3H-27966 7 nM.

FAC 0,1 uM se adicion6 lodoxamida a fin de permitir que se calculara la unién no
especifica. Finalmente, se adicion0 membrana a cada pocillo de la placa. Después de 60 min
de incubacion a temperatura ambiente, las membranas se filtraron en una microplaca blanca
de 96 pocillos con un filtro GF/B unido, se empaparon previamente en ddH20, con un
recolector de células TomTec y se lavaron 5 veces con agua destilada. Las placas se secaron
antes de adicionar 50 ul/pocillo de centelleo, se sellaron y se midio la radiactividad usando un
analizador MicroBeta. Los valores de IC50 se derivaron de la curva de inhibicién y los valores

de constante de afinidad (Ki) se calcularon usando la ecuacion de Cheng-Prussoff, donde;
pKi= -log10 Ki.
Ensayo funcional de DMR sin etiqueta

Las células HT-29 (ATCC HTB-38) se mantuvieron en cultivo continuo en McCoys
(Thermo 16600082) complementado con FBS al 10 %. Dia antes del ensayo, las células se
cosecharon con TrypLE (Gibco12604-013) y se colocaron en placas a 20k/pocillo en medio
de cultivo en un volumen total de 50ul en placas Corning EPIC de 384 pocillos (5040) durante

la noche a 37 °C con CO2 al 5 %. En el dia del ensayo, se removié el medio celular y se
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reemplazé con amortiguador de ensayo (HBSS + HEPES 20 mM pH 7,4) y se reincubé durante

1 h. Los compuestos se prepararon en DMSO al 100 % en placas fuente ECHO LDV 384. Las

placas de células se leyeron en un lector de placas EPIC a temperatura ambiente durante 15

minutos, la lectura se pausé y la placa de células se adicion6 a LabCyte ECHO 550 para la

adicién de 50 nl por compuesto de paocillo por transferencia acustica. Las placas se volvieron

a colocar inmediatamente en el lector EPIC, se leyeron sin pausa y se midio la redistribucion

dinAmica de masa durante 60 minutos. Los datos sin procesar se analizaron mediante el

software EPIC Analyser y se tomdé el pico maximo por concentracion para permitir la

determinacion de EC50. Todos los datos de DMR sin procesar se normalizaron a Lodoxamida

y se corrigieron con amortiguador.

Tabla 8 - Actividad GPR35 y afinidad HT-29

Ejemplo GPR35 Ki humano [nM] HT-29 EC50 [nM]
1 9,81 8,68
2 0,48 0,90
3 0,35 2,27
4 3,83 2,50
5 0,08 0,52
6 1,82 0,62
7 2,77 4,20
8 1,47 0,66
9 0,46 0,83
10 2,75 2,34
11 6,24 4,31
12 0,31 0,03
13 0,99 2,39
14 0,60 4,90
15 0,16 2,02
16 0,06 0,27
17 7,85 9,25
18 2,65 5,18
19 0,36 0,08
20 1,06 7,68
21 0,91 0,14
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22 3,66 1,39
23 0,46 0,12
24 15,21 8,19
25 0,37 0,44
26 0,36 1,04
27 0,75 0,54
28 12,50 6,65
29 0,74 1,05
30 5,99 2,64
31 1,61 11,31

Valores de Ki derivados del andlisis de respuesta a la concentracion en membranas

celulares HEKf que sobreexpresan la isoforma GPR35a. Los valores de EC50 derivados del

andlisis de respuesta a la concentracion en la linea celular HT-29 que expresa

enddégenamente GPR35 humano.

El Compuesto A mostré una potencia funcional aproximadamente 500 veces mayor

para GPR35 que el estabilizador de mastocitos Cromolyn, que se ha usado clinicamente en

dosis altas para trastornos gastrointestinales. EI Compuesto A también mostr6 farmacologia

en especies preclinicas que incluyen secrecion de liquido inducida por PGE2, ileitis por

indometacina y permeabilidad de barrera, modelo de dolor visceral de ratbn TNBS y

exposicion aguda a LPS de rata y raton. El Compuesto A mostrO ademas una fuerte

selectividad por GPR35 y no se han observado efectos fuera de diana. EI Compuesto A tiene

un potencial de interaccion farmacoldgica muy bajo para los principales CYP humanos,

incluido CYP3A4.
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