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DESCRIPCION
Espirociclos como inhibidores de 11-beta hidroxilesteroide deshidrogenasa tipo 1
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a ciertos compuestos espirociclicos que son inhibidores de 11-3 hidroxilesteroide
deshidrogenasa tipo 1 (11HSD1), a composiciones que la contienen y a procedimientos de uso de los mismos para
el tratamiento de diabetes, obesidad y otras enfermedades.

Antecedentes de la invencion

La importancia del eje hipotalamico-pituitario-supradrenal (HPA) en el control de las rutas de glucocorticoide es
evidente por el hecho de que la interrupcion de la homeostasis en el eje HPA, bien por secrecion en exceso o
deficiente da lugar al sindrome de Cushing o enfermedad de Addison, respectivamente (Miller and Chrousos (2001)
Endocrinology and Metabolism, eds. Felig and Frohman (McGraw-Hill, Nueva York), 42 Ed.: 387-524). Pacientes con
sindrome de Cushing (una enfermedad rara caracterizada por exceso de glucocorticoide sistémico que se origina a
partir de tumores supradenales o de pituitaria) o que reciben terapia con glucocorticoides desarrollan obesidad por
grasa visceral reversible. Es de interés que el fenotipo de pacientes de sindrome de Cushing recuerde muy
estrechamente al del sindrome metabdlico de Reaven (también conocido como sindrome X o sindrome de
resistencia a insulina) cuyos sintomas incluyen obesidad visceral, intolerancia a la glucosa, resistencia a insulina,
hipertensién, diabetes de tipo 2 e hiperlipidemias (Reaven (1993) Ann. Rev. Med. 44: 121-131). Sin embargo el
papel de glucocorticoides en formas prevalentes de obesidad humana ha permanecido oculto debido a que las
concentraciones en circulacion de glucocorticoides no son elevadas en la mayor parte de los pacientes con
sindrome metabdlico. De hecho, se ha demostrado que la accion glucocorticoide en tejido diana en sindrome
metabdlico depende no sélo de niveles en circulacion sino también en concentracién intracelular, accion mejorada
localmente de glucocorticoides en tejido adiposo y musculo esquelético. Se han acumulado evidencias de que la
actividad del enzima de 11BHSD1, que regenera glucocorticoides activos a partir de formas inactivas y juega un
papel central en la regulacién de la concentracion de glucocorticoide intracelular, es habitualmente elevada en
depositos de grasa en individuos obesos. Esto sugiere un papel para la reactivacion de glucocorticoides locales en
obesidad y sindrome metabdlico.

Dada la capacidad de 11BHSD1 para regenerar cortisol a partir de cortisona en circulacién inerte, se ha prestado
atencion considerable a su papel en la amplificacion de la funcion glucocorticoide. Se expresa 11HSD1 en muchos
tejidos ricos en GR, incluyendo tejidos de importancia metabdlica considerable tales como higado, adiposo y
musculo esquelético, y, por lo tanto, se ha postulado para ayudar en la potenciacion especifica del tejido de
antagonismo mediado por glucocorticoides de la funcién de la insulina. Considerando a) la similaridad fenotipica
entre exceso de glucocorticoide (sindrome de Cushing) y el sindrome metabdlico con glucocorticoides en circulacién
normal en ultima instancia, asi como también b) la capacidad de 11BHSD1 para generar cortisol activo a partir de
cortisona inactiva de una forma especifica del tejido, se ha sugerido que la obesidad central y las complicaciones
metabdlicas asociadas en sindrome X resulta de la mayor actividad de 11BHSD1 dentro del tejido adiposo, dando
lugar a la enfermedad de “Cushing” del epiplén (Bujalska y col. (1997) Lancet 349: 1210-1213). Incluso, la 11HSD1
ha demostrado estar subregulada en tejido adiposo de roedores y humanos obesos (Livingstone y col. (2000)
Endocrinology 131 : 560-563; Rask y col. (2001) J. Clin. Endocrinol. Metab. 86: 1418- 1421; Lindsay y col. (2003) J.
Clin. Endocrinol. Metab. 88: 2738-2744; Wake y col. (2003) J. Clin. Endocrinol. Metab. 88: 3983-3988).

Argumentos adicionales de esta nocién provienen de estudios en modelos transgénicos de ratén. La sobreexpresion
especifica en tejido adiposo de 11BHSD1 con el control del promotor aP2 en ratén produce un fenotipo
remarcadamente reminiscente de sindrome metabdlico humano (Masuzaki y col. (2001) Science 294: 2166-2170;
Masuzaki y col. (2003) J. Clinical Invest. 112: 83-90). Es importante que este fenotipo tenga lugar sin un aumento en
la corticosterona en circulacion, pero mas bien se lleva a cabo con una produccidn local de corticosterona dentro de
los depositos de tejido adiposo. La mayor actividad de la 11BHSD1 en estos ratones (de 2 a 3 veces) es muy similar
a lo observado en la obesidad humana (Rask y col. (2001) J. Clin. Endocrinol. Metab. 86: 1418-1421). Esto sugiere
gue la conversion mediada por 11BHSD1 local de glucocorticoide inerte en glucocorticoide activo puede presentar
profundas influencias en toda la sensibilidad a insulina en el cuerpo.

En base a estos datos se predeciria que la pérdida de 11BHSD1 conduciria a un aumento en la sensibilidad a
insulina y tolerancia a la glucosa debido a una deficiencia especifica del tejido en niveles de glucocorticoides activos.
Esto es, de hecho, el caso que se muestra en los estudios con ratones con déficit de 11BHSD1 producido por
recombinacién homdloga (Kotelevstev y col. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 14924-14929; Morton y col. (2001) J.
Biol. Chem. 276: 41293-41300; Morton y col. (2004) Diabetes 53: 931-938). Estos ratones estan completamente
exentos de actividad de 11-ceto reductasa, confirmando que la 11BHSD1 codifica la Unica actividad capaz de
generar corticosterona activa a partir de 11-deshidrocorticosterona inerte. Ratones con déficit de 11BHSD1 son
resistentes a hiperglucemia inducida por dieta y estrés, muestran induccion atenuada de enzimas gluconeogénicos
hepaticos (PEPCK, G6P), muestran mayor sensibilidad a insulina dentro de tejido adiposo, y presentan un mejor
perfil de lipidos (menos triglicéridos y mayor HDL cardio-protector). De acuerdo con lo anterior, estos animales
muestran resistencia a obesidad inducida por la dieta alta en grasas. Considerados en su conjunto estos estudios en
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ratén transgénico confirman un papel para la reactivacion local de glucocorticoides en el control de sensibilidad a
insulina hepética y periférica, y sugieren que la inhibicion de la actividad de 11BHSD1 puede demostrarse
beneficiosa en el tratamiento de una serie de trastornos relacionados con glucocorticoides, incluyendo obesidad,
resistencia a la insulina, hiperglucemia e hiperlipidemia.

Se han publicado datos que apoyan esta hipotesis. Recientemente se ha descrito que la 11BHSD1 juega un papel
en la patogénesis de la obesidad central y en la aparicién del sindrome metabélico en humanos. La mayor expresion
del gen de 11BHSD1 se asocia con anormalidades metabdlicas en mujeres obesas y esa mayor expresion de este
gen se sospecha que contribuye a la mayor conversion local de cortisona en cortisol en tejido adiposo de individuos
obesos (Engeli, y col., (2004) Obes. Res. 12: 9-17).

Una nueva clase de inhibidores de 11BHSD1, los arilsulfonamidotiazoles, demostraron mejorar la sensibilidad a la
insulina hepéatica y reducen los niveles de glucosa en sangre en cepas hiperglucémicas de ratones (Barf y col.
(2002) J. Med. Chem. 45: 3813-3815; Alberts y col. Endocrinology (2003) 144: 4755-4762). Adicionalmente se ha
descrito recientemente que los inhibidores selectivos de 11BHSD1 pueden mejorar la hiperglucemia grave en
ratones obesos genéticamente diabéticos. Por tanto, la 11HSD1 es una diana farmacéuticamente prometedora
para el tratamiento del sindrome metabdlico (Masuzaki, y col., (2003) Curr. Drug Targets Immune Endocr. Metabol.
Disord. 3: 255-62).

A. Obesidad y sindrome metabdlico

Como se describié anteriormente, multiples lineas de evidencia sugieren que la inhibiciéon de 11HSD1 puede ser
efectiva en combatir la obesidad y/o aspectos del cliuster de sindrome metabdlico, incluyendo intolerancia a la
glucosa, resistencia a la insulina, hiperglucemia, hipertension y/o hiperlipidemia. Los glucocorticoides son
antagonistas conocidos de accién de la insulina, y reducciones en niveles de glucocorticoides locales por inhibicién
de la conversién de cortisona intracelular en cortisol deberian aumentar la sensibilidad a la insulina hepatica y/o
periférica y potencialmente reducir la adiposidad visceral. Como se describié anteriormente, los ratones nogueados
con 11BHSD1 son resistentes a hiperglucemia, muestran induccion atenuada de enzimas gluconeogénicos
hepaticos clave, muestran sensibilidad a insulina remarcadamente elevada y tienen un mejor perfil de lipidos.
Adicionalmente, estos animales muestran resistencia a obesidad inducida por dieta de alto contenido graso
(Kotelevstev y col. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 14924-14929; Morton y col. (2001) J. Biol. Chem. 276: 41293-
41300; Morton y col. (2004) Diabetes 53: 931-938). Asi pues, se predice que la inhibicion de 11BHSD1 tiene
multiples efectos beneficiosos en el higado, tejido adiposo y/o musculo esquelético, de forma particular relacionados
con el alivio de componente(s) del sindrome metabdlico y/o obesidad.

B. Funcién pancreética

Los glucocorticoides son conocidos por inhibir la secrecion estimulada por glucosa de insulina de células beta
pancreaticas (Billaudel and Sutter (1979) Horm. Metab. Res. 11: 555-560). Tanto en sindrome de Cushing como en
ratas Zucker fa/fa diabéticas, la secrecién de insulina estimulada por glucosa se reduce de forma resefiable (Ogawa
y col. (1992) J. Clin. Invest. 90: 497-504). ARNm de 11BHSD1 y la actividad se ha descrito en células de islotes
pancreaticos de ratones ob/ob y la inhibicion de esta actividad con carbenoxolona, un inhibidor de 11HSD1, mejora
la liberacion de insulina estimulada por glucosa (Davani y col. (2000) J. Biol. Chem. 275: 34841-34844). Por tanto, se
predice que la inhibicion de 11BHSDL1 tiene efectos beneficiosos en el pancreas, incluyendo la mejora de liberacion
de insulina estimulada por glucosa.

C. Cognicién y demencia

El deterioro cognitivo leve es una caracteristica comun del envejecimiento que se puede relacionar en Ultima
instancia con la progresion de la demencia. Tanto en animales como humanos envejecidos las diferencias inter-
individuos en funcién cognitiva general se han relacionado con la variabilidad en la exposiciéon a largo plazo a
glucocorticoides (Lupien y col. (1998) Nat. Neurosci. 1 : 69-73). Adicionalmente la desregulacién del eje HPA que da
lugar a exposicion cronica a exceso de glucocorticoides en ciertas subregiones del cerebro se ha propuesto que
contribuye a la declinacion de la funcion cognitiva (McEwen and Sapolsky (1995) Curr. Opin. Neurobiol. 5: 205-216).
La 11BHSD1 es abundante en el cerebro, y se expresa en multiples subregiones incluyendo el hipocampo, cértex
frontal, y cerebelo (Sandeep y col. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. Early Edition: 1-6). El tratamiento de células del
hipocampo primarias con el inhibidor de 11BHSD1 carbenoxolona protege las células de la exacerbacion mediada
por glucocorticoides de neurotoxicidad de aminoacido excitatorio (Rajan y col. (1996) J. Neurosci. 16: 65-70). De
forma adicional se protegen ratones con déficit de 11BHSD1 de la disfuncién del hipocampo asociada con
glucocorticoides que esta asociada con el envejecimiento (Yau y col. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 4716-4721).
En dos estudios cruzados controlados con placebo, de doble ciego, aleatorizados, la administracion de
carbenoxolona mejoro la fluencia verbal y memoria verbal (Sandeep y col. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. Early Edition:
1-6). Por tanto, se predice que la inhibicién de 118HSD1 reduce la exposicion a glucocorticoides en el cerebro y
protege frente a efectos perniciosos de glucocorticoides en funcién neuronal, incluyendo deterioro cognitivo,
demencia y/o depresion.

D. Presion intraocular
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Se pueden usar glucocorticoides de forma tipica y sistémica para un amplio conjunto de afecciones en oftalmologia
clinica. Una complicacion particular con estos regimenes de tratamiento es glaucoma inducido por corticosteroides.
Esta patologia se caracteriza por un aumento significativo en presion intraocular (IOP). En su forma mas avanzada y
no tratada, la IOP puede conducir a pérdida de campo visual parcial y eventualmente a ceguera. La IOP se produce
con la interrelacion entre la produccién de humor acuoso y el drenaje. La producciéon de humor acuoso tiene lugar en
las células epiteliales no pigmentadas (NPE) y su drenaje va a través de las células de la red trabecular. La
11BHSDL1 se ha localizado en células NPE (Stokes y col. (2000) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41 : 1629-1683; Rauz y
col. (2001) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42: 2037-2042) y su funcion es probablemente relevante para la
amplificacién de actividad glucocorticoide dentro de estas células. Esta nocién se ha confirmado con la observacién
de que la concentracién de cortisol libre supera en gran medida la de cortisona en el humor acuoso (relacion 14:1).
La importancia funcional de 11BHSD1 en el ojo se ha evaluado usando el inhibidor carbenoxolona en voluntarios
sanos (Rauz y col. (2001) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42: 2037-2042). Después de siete dias de tratamiento de
carbenoloxona se redujo la IOP en 18%. Por tanto se predice que la inhibicion de 11BHSD1 en el ojo reduce las
concentraciones de glucocorticoides locales e IOP, produciendo efectos beneficiosos en el tratamiento de glaucoma
y otros trastornos visuales.

E. Hipertension

Las sustancias hipertensivas derivadas de adipocitos tales como leptina y angiotensindégeno se ha propuesto que
estan implicadas en la patogénesis de hipertension relacionada con la obesidad (Matsuzawa y col. (1999) Ann. N.
Y. Acad. Sci. 892: 146-154; Wajchenberg (2000) Endocr. Rev. 21 : 697-738). La leptina, que es secretada en exceso
en ratones aP2-11BHSD1 transgénicos (Masuzaki y col. (2003) J. Clinical Invest. 1 12: 83-90), puede activar
diversas rutas del sistema nervioso simpatético, incluyendo aquellas que regulan la presion sanguinea (Matsuzawa y
col. (1999) Ann. N. Y. Acad. Sci. 892: 146-154). De forma adicional el sistema de renina-angiotensina (RAS) se ha
demostrado que es un determinante principal de la presién sanguinea (Walker y col. (1979) Hypertension 1 : 287-
291). El angiotensinégeno, que se produce en tejido hepatico y adiposo, es el sustrato clave para la renina y
conduce la activacién de RAS. Los niveles de angiotensindgeno en plasma se elevan de forma notable en ratones
transgénicos aP2-118HSD1, como son angiotensina Il y aldosterona (Masuzaki y col. (2003) J. Clinical Invest. 1 12:
83-90). Estas fuerzas conducen probablemente la presidon sanguinea elevada observada en ratones transgénicos
aP2-11BHSD1. El tratamiento de estos ratones con bajas dosis de un antagonista del receptor de angiotensiona |
elimina esta hipertension (Masuzaki y col. (2003) J. Clinical Invest. 112: 83-90). Estos datos ilustran la importancia
de la reactivacion de glucocorticoides locales en tejido adiposo e higado, y sugiere que la hipertension puede ser
provocada o exacerbada por actividad de 113HSD1. Por tanto, se predice que la inhibicién de 11BHSD1 y reduccion
de niveles de glucocorticoides en tejido adiposo y/o hepatico tiene efectos beneficiosos en la hipertensiéon y
trastornos cardiovasculares relacionados con la hipertension.

F. Enfermedad 6sea

Los glucocorticoides pueden tener efectos adversos en los tejidos del esqueleto. La exposicidn continua a dosis de
glucocorticoides incluso moderadas puede dar lugar a osteoporosis (Cannalis (1996) J. Clin. Endocrinol. Metab. 81 :
3441-3447) y mayor riesgo de fracturas. Los experimentos in vitro confirman los efectos perjudiciales de
glucocorticoides tanto en células que resorben hueso (también conocidas como osteoclastos) como en células que
forman hueso (osteoblastos). Se ha demostrado que la 11BHSD1 estd presente en cultivos de osteoblastos
primarios humanos asi como también en células de hueso adulto, probablemente una mezcla de osteoclastos y
osteoblastos (Cooper et al. (2000) Bone 27: 375-381), y el inhibidor de 11BHSD1 carbenoxolona se ha demostrado
que atenua los efectos negativos de glucocorticoides en formacién de nédulo éseo (Bellows y col. (1998) Bone 23: 1
19-125). Por tanto, se predice que la inhibicién de 11BHSD1 reduce la concentracién de glucocorticoide local dentro
de osteoblastos y osteoclastos, produciendo efectos beneficiosos en diversas formas de enfermedad o6sea,
incluyendo osteoporosis.

Se estan desarrollando actualmente inhibidores de 11BHSD1 de molécula pequefia para tratar o prevenir
enfermedades relacionadas con 11BHSD1 tales como las que se describieron anteriormente. Por ejemplo, se
describen ciertos inhibidores basados en amida en los documentos WO 2004/089470, WO 2004/089896, WO
2004/056745, y WO 2004/065351. Se describen inhibidores de 11BHSD1 de molécula pequefia adicionales en los
documentos US 2005/0282858, US 2006/0009471, US 2005/0288338, US 2006/0009491, US 2006/0004049, US
2005/0288317, US 2005/0288329, US 2006/0122197, US 2006/0116382, y US 2006/0122210.

El documento WO 2007/0675504 describe compuestos utiles en el tratamiento de diversas enfermedades asociadas
con expresion de actividad de 11 hidroxilesteroide deshidrogenasa tipo 1. 11) INCY0035 (US 2007/0066584)

Se han evaluado antagonistas de 11BHSD1 en ensayos clinicos humanos (Kurukulasuriya, y col., (2003) Curr. Med.
Chem. 10: 123-53).

A la luz de los datos experimentales que indican un papel para la 11BHSD1 en trastornos relacionados con
glucocorticoides, sindrome metabdlico, hipertensién, obesidad, resistencia a insulina, hiperglucemia, hiperlipidemias,
diabetes de tipo 2, exceso de andrdégenos (hirsutismo, irregularidad menstrual, hiperandrogenismo) y sindrome de
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ovario poliquistico (PCOS), son deseables agentes terapéuticos dirigidos al aumento o supresion de estas rutas
metabdlicas, mediante la modulacién de la transduccién de sefial glucocorticoide al nivel de 11HSD1.

Como se demuestra en esta invencion, hay una necesidad continua de nuevos y mejores farmacos que se dirijan al
11BHSD1. Los compuestos, composiciones y procedimientos descritos en esta invencion ayudan a cumplir estas y
otras necesidades.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona, entre otros, inhibidores de 11HSD1 que presentan la formula I:

o
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o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que las variables se definen a continuacion.

La presente invencidn proporciona ademas composiciones que comprenden un compuesto de férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos de inhibicion de 11BHSD1 mediante contacto de la
11BHSD1 con un compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos de inhibicién de 11BHSD1 que comprenden poner en
contacto la 11BHSD1 con un compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencion proporciona ademas procedimientos de inhibicion de la conversién de cortisona a cortisol en
una célula que comprende poner en contacto la célula con un compuesto de formula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos de inhibicion de la produccion de cortisol en una célula
que comprende poner en contacto la célula con un compuesto de formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos de tratamiento de diversas enfermedades que incluyen
uno cualquiera de los siguientes trastornos, o cualquier combinacién de dos o0 mas de los siguientes trastornos:
obesidad; diabetes; intolerancia a la glucosa; resistencia a insulina, hiperglucemia, hipertension, hiperlipidemia;
deterioro cognitivo; depresion; demencia; glaucoma; trastornos cardiovasculares; osteoporosis; inflamacion;
sindrome metabdlico; exceso de andrégenos; o sindrome de ovario poliquistico (PCOS) en un paciente que
comprende la administracién al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de formula I, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencion proporciona ademas un compuesto de férmula I, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para uso en el tratamiento del cuerpo humano o animal con terapia.

La presente invencién proporciona ademas el uso de un compuesto de formula I, 0 una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para la preparacién de un medicamento para uso en terapia.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona, entre otros, inhibidores de 11HSD1 que presentan la formula I:

R,
”ﬂ\lfl
| I
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o0 sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

R'esF, Cl,Br,oly

R? y R® se seleccionan independientemente de H, alquilo C1., y cicloalquilo Cs-6.
En algunas realizaciones:

R'esFyCly

R? y R® se seleccionan independientemente de H y alquilo Cy.4.

En algunas realizaciones, R'esFoCl.

En algunas realizaciones, R'esF.

En algunas realizaciones, R'es Cl.

En algunas realizaciones, R? y R® se seleccionan independientemente de H, metilo y etilo.
En algunas realizaciones, al menos uno de R? y R® es distinto de H.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencion tienen la formula II:

N -..\{“ OH

1
R o

IL.

En distintos puntos de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes de compuestos de la invencion se
describen en grupos o en intervalos. Se pretende de forma especifica que la invencién incluya toda subcombinacién
individual de los miembros de tales grupos e intervalos. Por ejemplo, el término “alquilo Ci¢" se pretende que
describa de forma especifica metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo C4, alquilo Cs, y alquilo Ce.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencion, que son, a titulo de claridad, descritas en el contexto
de realizaciones separadas, se pueden proporcionar también en combinacién en una realizacion Unica. A la inversa,
diversas caracteristicas de la invencién que, por brevedad, se describen en el contexto de una realizacién Unica se
pueden proporcionar también por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

Tal como se usa en esta invencion, el término “alquilo” se entiende que se refiere a un grupo hidrocarburo saturado
que es de cadena lineal o ramificada. Grupos alquilo ejemplo incluyen metilo (Me), etilo (Et), propilo (por ejemplo, n-
propilo e isopropilo), butilo (por ejemplo, n-butilo, isobutilo, t-butilo), pentilo (por ejemplo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo), y similares.

Tal como se usa en esta invencién “cicloalquilo” se refiere a carbociclos de 3 a 7 miembros no aromaticos que
incluyen, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

Los compuestos descritos en esta invencién son asimétricos (por ejemplo, presentan uno o mas estereocentros).
Todos los estereoisbmeros, tales como enantiémeros, se pretenden a menos que se indique de otra forma. Los
compuestos de la presente invencion que contienen atomos de carbono sustituidos asimétricamente se pueden
aislar en formas Opticamente activas o racémicas. Se conocen en la técnica procedimientos de cémo preparar
formas 6pticamente activas a partir de materiales de partida 6pticamente activos, tal como por resolucion de mezclas
racémicas 0 por sintesis estereoselectiva. Se describen isémeros cis y trans de los compuestos de la presente
invencién y se pueden aislar como una mezcla de isémeros o como formas isoméricas separadas.

Los compuestos de la invencion pueden incluir también formas tautoméricas. Las formas tautoméricas resultan de la
conjuncion de un enlace simple con un enlace doble adyacente junto con la migracion concomitante de un protén.
Formas tautoméricas incluyen tautémeros prototrépicos que son estados de protonacién isoméricos que presentan
la misma forma empirica y carga total. Ejemplos de tautdmeros prototropicos incluyen pares de cetona — enol, pares
de amida — acido imidico, pares de lactama — lactima, pares de amida — acido imidico, pares de enamina — imina y
formas anulares donde un protén puede ocupar dos o mas posiciones de un sistema heterociclico, por ejemplo, 1H-
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y 3H-imidazol, IH-, 2H- y 4H-1,2,4-triazol, 1H- y 2H-isoindol, y 1H- y 2H-pirazol. Formas tautoméricas pueden estar
en equilibrio o cerradas estéricamente en una forma mediante sustitucion apropiada.

Los compuestos de la invencion pueden incluir también todos los isétopos de atomos que se presentan en los
intermedios o compuestos finales. Is6topos incluyen aquellos &tomos que presentan el mismo ndmero atémico pero
diferente nimeros masicos. Por ejemplo, isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio.

Todos los compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se pueden obtener en diversas formas
sélidas, incluyendo formas solvatadas o hidratadas. En algunas realizaciones, la forma soélida es una forma
cristalina. Los procedimientos para la preparacion y descubrimiento de diferentes formas soélidas son rutinarias en la
técnica e incluyen, por ejemplo, difraccion de rayos X en polvo, calorimetria de barrido diferencial, analisis
termogravimétrico, sorcion de vapor dinamica, IR-FT, procedimientos de dispersion Raman, RMN en estado sélido,
valoraciéon de Karl-Fischer, etc.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencion, y sales de los mismos, se aislan sustancialmente. Por
“sustancialmente aislado” se entiende que el compuesto estd al menos parcialmente o sustancialmente separado del
ambiente en el que se formé o detect6. La separacién parcial puede incluir, por ejemplo, una composicién
enriquecida en el compuesto de la invencién. Separacion sustancial puede incluir composiciones que contienen al
menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente 99% en peso del compuesto de la invencién, o sales del
mismo. Procedimientos para el aislamiento de compuestos y sus sales son rutinarios en la técnica.

La presente invencién también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en esta
invencion. Tal como se usa en esta invencion, “sales farmacéuticamente aceptables” se refieren a derivados de los
compuestos descritos en los que el compuesto padre es modificado transformando un resto acido o base existente
en su forma de sal. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitarse a estas, sales de
acido mineral u organico de residuos basicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos acidos
tales como acidos carboxilicos y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
incluyen las sales no toxicas convencionales del compuesto padre formadas, por ejemplo, de acidos inorganicos u
organicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se pueden sintetizar a partir
del compuesto padre que contiene un resto basico o acido mediante procedimientos quimicos convencionales. En
general tales sales se pueden preparar mediante reaccion de formas de acido o base libre de estos compuestos con
una cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de
los dos; por lo general se prefieren medios no acuosos como éteres, acetato de etilo, etanol, isopropanol, o
acetonitrilo. Listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 1985, p. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977), ambas se
incorporan a esta invencién como referencia en su totalidad.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se usa en esta invencién para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que se encuentran dentro del alcance de la valoracién médica
habitual, adecuados para uso en contacto con los tejidos de humanos y animales sin toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica excesivas, u otros problemas o complicaciones, conmensurados con una relacion de beneficio/riesgo
razonable.

Los compuestos de la invencién pueden modular la actividad de 11BHSD1. El término “modular” se entiende que se
refiere a una capacidad de aumentar o reducir la actividad de un enzima o receptor. De acuerdo con esto los
compuestos de la invencién se pueden usar en procedimientos de modulacién de 11BHSD1 poniendo en contacto el
enzima o receptor con uno cualquiera o0 mas de los compuestos o composiciones descritos en esta invencion. En
algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencién pueden actuar como inhibidores de 11BHSD1. En
otras realizaciones, los compuestos de la invencién se pueden usar para modular la actividad de 11BHSD1 en un
individuo en necesidad de modulacion del enzima o receptor mediante administracion de una cantidad modulante de
un compuesto de la invencion.

La presente invencion proporciona ademas procedimientos de inhibicion de la conversion de cortisona en cortisol en
una célula, o inhibicion de la produccién de cortisol en una célula, mediando la conversiéon en o la produccién de
cortisol, al menos en parte, la actividad de 11BHSD1. Son habituales en la técnica procedimientos de medida de
tasas de conversion de cortisona a cortisol y viceversa, asi como también procedimientos para la medida de niveles
de cortisona y cortisol en células.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos de aumento de la sensibilidad a insulina de una célula
poniendo en contacto la célula con un compuesto de la invencion. Los procedimientos de medida de la sensibilidad a
insulina son habituales en la técnica.

La presente invencion proporciona ademas procedimientos de tratamiento de enfermedad asociada con actividad o
expresion, incluyendo la actividad anormal y sobreexpresion, de 11BHSD1 en un individuo (por ejemplo, paciente)
mediante administracion al individuo en necesidad de tal tratamiento de una cantidad o dosis terapéuticamente
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efectiva de un compuesto de la presente invencién, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una
composicion farmacéutica del mismo. Enfermedades ejemplo pueden incluir cualquier enfermedad, trastorno o
afeccion que esté directa o indirectamente relacionado con la expresiéon o actividad del enzima. Una enfermedad
asociada con 11BHSD1 puede incluir también cualquier enfermedad, trastorno o afeccién que se puede prevenir,
mejorar o curar con actividad de enzima modulante.

Ejemplos de enfermedades asociadas con 11BHSD1 incluyen obesidad, diabetes, intolerancia a la glucosa,
resistencia a insulina, hiperglucemia, hipertension, hiperlipidemia, deterioro cognitivo, demencia, depresiéon (por
ejemplo, depresién psicética), glaucoma, trastornos cardiovasculares, osteoporosis e inflamacion. Otros ejemplos de
enfermedades asociadas con 11BHSDL1 incluyen sindrome metabdlico, diabetes de tipo 2, exceso de andrégenos
(hirsutismo, irregularidad menstrual, hiperandrogenismo) y sindrome de ovario poliquistico (PCOS).

Tal como se usa en esta invencion el término “célula” se entiende que se refiere a una célula que esta in vitro, ex
vivo o in vivo. En algunas realizaciones, una célula ex vivo puede ser parte de una muestra de tejido extirpado de un
organismo tal como un mamifero. En algunas realizaciones, una célula in vitro puede ser una célula en un cultivo
celular. En algunas realizaciones, una célula in vivo es una célula que vive en un organismo tal como un mamifero.
En algunas realizaciones, la célula es un adipocito, una célula pancreética, un hepatocito, neurona, o célula que
comprende el ojo (célula ocular).

Tal como se usa en esta invencion, el término “poner en contacto” se refiere a juntar restos indicados en un sistema
in vitro 0 en un sistema in vivo. Por ejemplo, “poner en contacto” el enzima 11BHSD1 con un compuesto de la
invencion incluye la administracién de un compuesto de la presente invencion a un individuo o paciente, tal como un
humano que presenta 11BHSD1, asi como también por ejemplo introducir un compuesto de la invenciéon en una
muestra que contiene una preparacion celular o purificada que contiene el enzima 11BHSD1.

Tal como se usa en esta invencion, el término “individuo” o “paciente” usado de forma intercambiable, se refiere a
cualquier animal, incluyendo mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros, gatos,
cerdos, res, oveja, caballos o primates, y lo mas preferiblemente humanos.

Tal como se usa en esta invencién el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a uno o mas de (1) prevenir la
enfermedad; por ejemplo, prevenir una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que puede estar
predispuesto a la enfermedad, afeccion o trastorno pero que aln no experimenta o muestra la patologia o
sintomatologia de la enfermedad; (2) inhibicion de la enfermedad; por ejemplo, inhibicion de una enfermedad,
afeccion o trastorno en un individuo que experimenta o muestra la patologia o sintomatologia de la enfermedad,
afeccion o trastorno, y (3) mejora de la enfermedad; por ejemplo, mejora de una enfermedad, afeccion o trastorno en
un individuo que esta experimentando o mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccion o
trastorno (es decir, se revierte la patologia y/o sintomatologia) tal como reduccion de la gravedad de la enfermedad.

Cuando se usan como productos farmacéuticos, los compuestos de la invencién se pueden administrar en la forma
de composiciones farmacéuticas que son una combinacion de un compuesto de la invencién y al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones se pueden preparar de una forma bien conocida en la técnica
farmacéutica, y se pueden administrar mediante una variedad de rutas, en funcién de si se desea tratamiento local o
sistémico y de la zona que se va a tratar. La administracion puede ser tdpica (incluyendo membranas oftalmicas y
mucosas que incluye administracién por via intranasal, vaginal y rectal), pulmonar (por ejemplo, por inhalacién o
insuflacion de polvos o aerosoles, incluyendo por nebulizador, intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica),
ocular, oral o parenteral. Procedimientos para administracién por via ocular pueden incluir administracion por via
tépica (gotas para 0jos), subconjuntival, periocular o inyeccion intravitreal o introduccién de catéter balén o insertos
oftalmicos colocados quirtrgicamente en el saco conjuntival. La administracion por via parenteral incluye inyeccion o
infusién por via intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal,
por ejemplo, intratecal o intraventricular. La administracién por via parenteral puede ser en forma de una dosis de
bolo simple, o puede ser, por ejemplo, mediante una bomba de perfusién continua. Las composiciones y
formulaciones farmacéuticas para administracion por via tépica pueden incluir parches transdérmicos, ungientos,
lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables
vehiculos farmacéuticos convencionales, de base acuosa, en polvo o aceitosos, espesantes y similares.

Esta invencion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen, como el principio activo, uno o mas
compuestos anteriores de la invencién en combinacién con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. En
la preparacion de las composiciones de la invencion, el principio activo se mezcla de forma tipica con un excipiente,
se diluye con un excipiente o se encierra dentro de un vehiculo en forma de, por ejemplo, una capsula, saco, papel,
u otro recipiente. Cuando el excipiente sirve como un diluyente, este puede ser material solido, semisélido, o liquido,
gue actlia como un portador, vehiculo o medio para el principio activo. Por tanto las composiciones pueden estar en
la forma de comprimidos, pildoras, polvos, grageas, bolsas, sellos, bolsas, elixires, suspensiones, emulsiones,
soluciones, jarabes, aerosoles (como un soélido o en un medio liquido), unglientos que contienen, por ejemplo, hasta
10% en peso del principio activo, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, soluciones inyectables estériles, y
polvos envasados estériles.
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En la preparacién de una formulacion el principio activo se puede moler para proporcionar el tamafio de particula
apropiado antes de combinarse con los otros ingredientes. Si el principio activo es sustancialmente insoluble este se
puede moler hasta un tamafio de particula menor de 200. Si el principio activo es sustancialmente soluble en agua el
tamafio de particula se puede ajustar mediante molienda para proporcionar una distribucion sustancialmente
uniforme en la formulacién, por ejemplo, aproximadamente 40.

Los compuestos de la invencion se pueden moler usando procedimientos de molienda conocidos tales como
molienda en himedo para obtener un tamafio de particula apropiado para la formacién de comprimidos y para otros
tipos de formulaciéon. Se pueden preparar preparaciones finamente divididas (nanoparticuladas) de los compuestos
de la invencién mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, véase la solicitud de patente
internacional n® WO 2002/000196.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, y metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente: agentes
lubricantes tales como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulsionantes
y de suspension; agentes conservantes tales como metil- y propilhidroxibenzoatos; agentes edulcorantes; y agentes
conservantes. Las composiciones de la invencion se pueden formular de modo que proporcionen liberacion
sostenida o retardada del principio activo tras administracion al paciente con uso de procedimientos conocidos en la
técnica.

Las composiciones se pueden formular en una forma de farmacéutica unitaria, comprendiendo cada dosificacion de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100 mg, mas normalmente de aproximadamente 10 a aproximadamente 30
mg, del principio activo. El término “formas farmacéuticas unitarias” se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado, junto con un
excipiente farmacéutico adecuado.

El principio activo puede ser efectivo en un amplio intervalo de dosificacion y se administra por lo general en una
cantidad farmacéuticamente efectiva. Se entendera, no obstante, que la cantidad del compuesto administrada
realmente se determinara normalmente por un facultativo, de acuerdo con las circunstancias relevantes, incluyendo
la afeccion que se va a tratar, la ruta de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, peso, y
respuesta al paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Para la preparacion de las composiciones soélidas tales como comprimidos, el principio activo principal se mezcla con
un excipiente farmacéutico para formar una composicion de preformulacién sélida que contiene una mezcla
homogénea de un compuesto de la presente invencidon. Cuando se hace referencia a estas composiciones de
preformulacién como homogéneas, el principio activo se dispersa de forma tipica uniformemente en toda la
composicion de modo que la composicion se puede subdividir facilmente en formas farmacéuticas unitarias
igualmente efectivas tales como comprimidos, pildoras y capsulas. Esta preformulacién sélida se subdivide luego en
formas farmacéuticas unitarias del tipo descrito anteriormente que contienen, por ejemplo, de 0,1 a
aproximadamente 500 mg del principio activo de la presente invencion.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencién pueden estar recubiertos o compuestos de otro modo para
proporcionar una forma farmacéutica que de la ventaja de accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido o pildora
puede comprender un componente de dosificacion interior y un componente de dosificacién exterior, estando este
ultimo en la forma de una envoltura sobre el anterior. Los dos componentes pueden estar separados por una capa
entérica que sirve para resistir la disgregacion en el estbmago y permitir al componente interno pasar intacto al
duodeno o retrasarse en la liberacion. Se pueden usar una variedad de materiales para tales capas o recubrimientos
entéricos, tales materiales incluyen un nimero de acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales
tales como shellac, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que se pueden incorporar los compuestos y composiciones de la presente invencién para
administracion por via oral o por inyeccion incluyen soluciones acuosas, jarabes aromatizados de forma adecuada,
suspensiones acuosas o aceitosas y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite de semilla
de algoddn, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, asi como también elixires y vehiculos
farmacéuticos similares.

Composiciones para inhalacion o insuflacidon incluyen soluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos, farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o soélidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se describié anteriormente. En
algunas realizaciones, las composiciones se administran por via respiratoria oral o nasal para efecto local o
sistémico. Las composiciones se pueden nebulizar usando gases inertes. Las soluciones nebulizadas se pueden
respirar directamente desde el dispositivo nebulizador o el dispositivo nebulizador se puede conectar a una mascara
facial, o maquina de respiracién a presidn positiva intermitente. Se puede administrar la solucién, suspension o
composiciones de polvo por via oral 0 nasal desde dispositivos que liberan la formulacién de una forma apropiada.
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La cantidad de compuesto o composicién administrada a un paciente variara en funcién de lo que se administre, del
objetivo de la administracion, tal como profilaxis o terapia, del estado del paciente, de la forma de administracion, y
similares. En aplicaciones terapéuticas se pueden administrar composiciones a un paciente que ya sufre de una
enfermedad en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los sintomas de la enfermedad y
sus complicaciones. Las dosis efectivas dependeran del estado de la enfermedad que se va a tratar asi como
también de la valoracion del facultativo responsable en funcion de factores tales como la gravedad de la
enfermedad, de la edad, peso y estado general del paciente y similares.

Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en la forma de composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente. Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacién convencionales, o se
pueden esterilizar por filtracién. Se pueden envasar soluciones acuosas para uso como tales o liofilizar, la
preparacion liofilizada se combina con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las
preparaciones de compuesto estara de forma tipica entre 3 y 11, mas preferiblemente de 5 a 9 y lo mas
preferiblemente de 7 a 8. Se entendera que el uso de ciertos excipientes, vehiculos o estabilizantes precedentes
dara lugar a la formacion de sales farmacéuticas.

La dosificacion terapéutica de los compuestos de la presente invencion puede variar de acuerdo, por ejemplo, con el
uso particular para el que se hace el tratamiento, la forma de administracion del compuesto, la salud y estado del
paciente y la valoracién del facultativo que prescriba. La proporcidbn o concentracion de un compuesto de la
invencién en una composicién farmacéutica puede variar en funcibn de un nimero de factores que incluyen
dosificacién, caracteristicas quimicas (por ejemplo, hidrofobicidad), y la via de administracién. Por ejemplo, los
compuestos de la invencion se pueden proporcionar en una solucion tampén fisiolégica acuosa que contiene de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10% en p/v del compuesto para administracion por via parenteral.
Algunos intervalos de dosificacion tipicos son de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso
corporal por dia. En algunas realizaciones, el intervalo de dosis es de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia. La dosificacion depende probablemente de variables tales
como el tipo y extension de la progresién de la enfermedad o trastorno, el estado de salud general del paciente
determinado, la eficacia biolégica relativa del compuesto seleccionado, formulacién del excipiente, y su ruta de
administracidon. Se pueden extrapolar dosis efectivas desde curvas de respuesta a la dosis derivadas de los
sistemas de ensayo de modelo in vitro 0 en animales.

Los compuestos de la invencién se pueden formular también en combinacién con uno o mas principios activos
adicionales que pueden incluir cualquier agente farmacéutico tal como agentes antivirales, vacunas, anticuerpos,
potenciadores inmunes, supresores inmunes, agentes antiinflamatorios, analgésicos y farmacos para el tratamiento
de diabetes u obesidad, hiperglucemia, hipertensién, hiperlipidemia y similares. Agentes para el tratamiento de
trastornos metabdlicos con los que se podria combinar un compuesto de la invencion incluyendo, pero sin limitarse a
estos, analogos de amilina, miméticos de incretina, inhibidores del enzima de degradacidon de incretina
dipeptidilpeptidasa 1V, agonistas del receptor activado con proliferador de peroxisoma (PPAR)-a y PPAR-g, e
inhibidores del receptor cannabinoide CB1.

La invencion se describira con mayor detalle mediante ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se ofrecen a
titulo ilustrativo y no se pretende que limiten la invencibn en modo alguno. Los especialistas en la técnica
reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que se pueden cambiar o modificar para dar
esencialmente los mismos resultados.

Ejemplos

Todos los compuestos se purificaron bien por cromatografia en columna ultrarrapida o por cromatografia liquida de
fase inversa usando un sistema CL-EM FractionLynx de Waters con fraccionamiento dirigido a la masa. Columna:
Waters XBridge Cig 5 pm, 19 x 100 mm; fase mévil A: 0,15% de NH4OH en agua y fase movil B: 0,15% de NH,OH
en acetonitrilo; el caudal fue de 30ml/m, se optimiz6 el gradiente de separacion para cada compuesto usando el
protocolo de Optimizacién de Procedimiento Especifico de Compuesto como se describe en la bibliografia
["Preparative LC-MS Purification: Improved Compound Specific Method Optimization”, K. Blom, B. Glass, R. Sparks,
A. Combs, J. Combi. Chem., 2004, 6, 874-883].

Se sometio luego de forma tipica el producto separado a CL/EM analitica para comprobar la pureza en las siguientes
condiciones: instrumento; Agilent serie 1100, CL/MSD, columna: Waters Sunfire™ Cg 5 um, 2,1 x 5,0 mm, tampones:
fase movil A: 0,025% de TFA en agua y fase mévil B: 0,025% de TFA en acetonitrilo; gradiente 2% a 80% de tampon
B en 3 min con caudal de 1,5 ml/min.

Ejemplo 1

5-{3-Fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-ox ~ 0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N-metilpiridi  n-2-
carboxamida
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Etapa 1: piperidin-1,3-dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo
o~ —
(Tﬁ* °
N
Cbz

Se afiadi6 lentamente cloroformiato de bencilo (Aldrich, cat n° 119938) (191 ml, 1,34 mol) a una mezcla enfriada (a
0° C) de piperidin-3-carboxilato de etilo (Aldrich, cat. n°: 194360) (200 g, 1,27 mol) y trietilamina (266 ml, 1,91 mol)
en cloruro de metileno (1000 ml). Se dejé calentar gradualmente la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente
y se agitd durante 3 h. Se interrumpio la reaccion mediante la adicion de solucion acuosa de HCI 1N y se extrajo el
producto varias veces con cloruro de metileno. Se lavaron los extractos reunidos con agua, NaHCO;z; acuosa
saturada, agua, salmuera, se sec6d sobre MgSQO,, se filtr6 y se concentré a presiéon reducida dando el producto
deseado como aceite (359,8 g, 97%). CL/EM 292.2 (M + H)".

Etapa 2: 3-(3-metilbut-1-en-1-il)piperidin-1,3-dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo

A la solucién de piperidin-1,3 -dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo (120,0 g, 0,412 mol) en THF (400 ml) enfriada a -78° C
se afiadié por goteo 270 ml de solucién de his(trimetilsilillamida sodica (soluciéon 1M en THF de Aldrich, cat. n°:
245585) durante 2 h. Se agité la mezcla a -78° C durante 1 h mas. Luego se afiadié lentamente 1-bromo-3-metilbut-
2-eno (Aldrich cat. n°: 249904) (71 ml, 0,62 mol) durante 1 h. Se agit6 la mezcla a -78° C durante 30 min, y se dej6o
calentar hasta temperatura ambiente y se agit6 durante 3 h mas. Se interrumpid la mezcla de reaccion con solucién
de HCI 1N acuosa. Se eliminé la mayor parte del THF a presion reducida. Se extrajo el residuo con acetato de etilo.
Se lavaron los extractos reunidos con NaHCO3; acuosa saturada y salmuera, luego se sec6 sobre MgSQOy, se filtro y
se concentrd a presion reducida. Se purifico el residuo bruto mediante cromatografia en columna ultrarrapida en una
columna de gel de silice con 10-20% de acetato de etilo en hexano dando el producto deseado (140 g, 94%).
CL/EM: m/e = 332,2 (M+H)".

Etapa 3: 3-(2-oxoetil)piperidin-1,3-dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo

Se pas6 o0zono a través de una solucion de 3-(3-metilbut-2-en-1-il)piperidin-1,3-dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo (35,2
g, 0,0979 mol) en cloruro de metileno (800 ml) a -78° C hasta que el color de la solucion se volvio azul. Se hizo fluir
luego a través de la mezcla de reaccion nitrégeno hasta que el color azul desaparecié. Se afadieron sulfuro de
dimetilo (Aldrich, cat. n% 274380) (14 ml, 0,19 mol) y trietilamina (26,5 ml, 0,19 mol) y se agit6 la mezcla a
temperatura ambiente durante la noche. Se eliminé el disolvente volatil a presion reducida y se purificé directamente
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mediante cromatografia ultrarrapida en una columna de gel de silice con 20% de acetato de etilo en hexanos dando
el producto deseado en rendimiento cuantitativo. CL/EM 334,2 (M + H)".

Etapa 4: 2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-carboxilato de bencilo

N
OH

) O

Cbz
Se afiadié a una suspensién de clorhidrato de cis-4-aminociclohexanol (disponible en Sijia Medchem Lab, China)
(13,8 g, 0,0910 mol) y 3-(2-oxoetil)piperidin-1,3-dicarboxilato de 1-bencil 3-etilo (31,0 g, 0,0930 mol) en 1,2-
dicloroetano (250 ml) trietilamina (23,3 ml, 0,167 mol) a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a 40° C durante la
noche. Se afiadio triacetoxiborohidruro de sodio (Aldrich, cat. n°: 316393) (49,3 g, 0,232 mol) a la mezcla anterior y

se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Los datos de CL/EM indicaban que el material de partida se consumié
y se observaba un producto intermedio con m/e: 433,2 (M+H)".

Se calenté luego la mezcla a 80° C durante 4 h o hasta que CL/EM mostrase que la amina intermedia (m/e: 433,2)
se consumid. Se interrumpio la mezcla de reaccion con NaHCO3; acuoso. Se lavo la capa organica con salmuera, se
secO6 sobre MgSO0,, se filtré y se concentro a presion reducida. Se sec6 el material bruto a presion reducida durante
la noche dando aceite viscoso incoloro (26,9 g, 66,8%). CL/EM m/e 387,2 (M+H)".

Etapa 5: (5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo0-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7- carboxilato de bencilo

Se purificéd la mezcla racamica obtenida de la etapa anterior (26,9 g) en un sistema preparatorio Agilent serie 1100
usando una columna OD-H de Chiralcel (3,0 x 25 cm, tamafio de particula de 5 micrémetros, Chiral Technologies)
eluyendo con etanol/hexanos al 30% (isocratico, 22 mil/min.). La carga de la columna fue de aproximadamente 150
mg/inyeccién y se valoro el registro de pico con absorbancia UV a 220 nM. El pico 1 eluy6é a aproximadamente 8,5
min. y el pico 2 eluy6 a aproximadamente 9,8 minutos. Las fracciones del pico 2 se combinaron y se concentraron
dando el producto deseado (11,9 g) como un sélido espumoso blanco. La pureza optica del material reunido del pico
2 se determind usando un sistema analitico Agilent serie 1100 equipado con una columna OD-H de Chiralcel (4,6 x
250 mm, tamario de particula 5 micrémetros, Chiral Technologies) y eluyendo con etanol/hexanos al 30% (isocratico,
0,8 mi/min.). CL/EM m/e 387,2 (M+H). Se estableci6 la estereoquimica absoluta del pico 2 en base a la
determinacion de la estructura de monocristal por rayos X de analogos préximos: (5S)-2-(trans-4-hidroxiciclohexil)-1-
0x0-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-carboxilato de bencilo y (5S)-2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil}sililjoxi}ciclohexil)-2,7-
diazaespiro[4,5]decan-1-ona preparados como se describe en las etapas 5a-c.

Etapa 5a: 2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililJoxi}ciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-carboxilato de bencilo

ORCO-%

I

0

A X
Cb

z

Se afiadi6 a una solucion agitada de 2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-carboxilato de
bencilo (60,00 g, 155,2 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (160 ml) a temperatura ambiente 1H-imidazol (32,0
g, 466 mmol) y cloruro de terc-butildimetilsililo (36,2 g, 233 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante 4 h, se interrumpié con agua (150 ml), y se extrajo con EtOAc (3 x 150 ml). Se lavaron las capas
organicas reunidas con salmuera, se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentr6 a presion reducida dando
el producto bruto (84 g). Se obtuvo el producto bruto (55,4 g) mediante re-cristalizacion del producto bruto en
heptano. Se concentraron las aguas madre y se sometié a purificacion mediante cromatografia ultrarrapida en una
columna de gel de silice eluyendo con AcOEt/Hexano dando 14,4 g mas del producto con un total de 89,7% de
rendimiento.

Etapa 5b: 2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililjoxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona

12



10

15

20

25

30

ES 2390937 T3

N ‘O‘ ‘SI{(
N O ©
H

Se afadid6 a una solucion de 2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililjoxi}ciclohexil)-1-ox0-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-
carboxilato de bencilo (18,0 g, 35,9 mmol) en metanol (150 ml) paladio sobre carbén al 10% (Aldrich, cat. n°:
520888) (1,8 g, 1.5 mmol) en atmosfera de nitrégeno. Se hidrogend la mezcla de reaccién y se agité a 344,74 kPa
(50 psi) durante 20 h. Se filtr6 la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y luego se lavo con metanol (300
ml). Se concentré el filtrado a presién reducida dando el producto deseado como un soélido blanco en rendimiento
cuantitativo.

Etapa 5c: (5S)-2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililJoxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona

-

RO

N
i o

Se disolvio 2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililJoxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona (7,00 g, 19,1 mmol) en
acetonitrilo (50 ml) y metanol (7 ml) a temperatura ambiente. Después de que se disolviese completamente el
material de partida se calenté la solucion por encima de 70° C. Se afiadié lentamente a la anterior solucion una
solucién de acido (2R)-hidroxi(fenil)acético (1,45 g, 9,55 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a 65-70° C. Tras la adicién se
calentd la soluciéon a 74° C durante 10 min, y se dejo enfriar lentamente hasta temperatura ambiente durante la
noche. Se recogio el cristal formado mediante filtracién dando 3,38 g del producto deseado como sal de acido (2R)-
hidroxi(fenil)acético. Se disolvié la sal resultante (3,38 g) en agua (50 ml), y se ajustdé a pH-12 con 40 ml de solucién
de K,CO3; acuosa (2,0 M). Se extrajo la mezcla con diclorometano (3 veces). Se secaron las capas organicas
reunidas con sulfato de magnesio, se filtré, y se concentré a presion reducida dando el producto deseado como una
base libre (sdlido cristalino incoloro) (2,37 g). La estereoquimica absoluta de este compuesto se establecié por
determinacion de estructura de monocristal por rayos X de sal de acido (2R)-hidroxi(fenil)acético de (5S)-2-(cis-4-
{[terc-butil(dimetil)sililjoxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona.

Etapa 6: (5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona

Se disolvié (5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]decan-7-carboxilato de bencilo preparado en
etapa 5 (0,266 g, 0,000688 mol) en metanol (5,0 ml) y se agité en una atmoésfera de hidrégeno en presencia de
paladio sobre carbono al 10% (Aldrich, cat. n°: 520888) (20,0 mg) a temperatura ambiente durante 2 h. Se filtr6 la
mezcla de reaccion y se eliminaron los disolventes volatiles a presion reducida dando el producto deseado en
rendimiento cuantitativo. CL/EM m/e 253,2 (M+H)".

Etapa 7: (5S)-7-(4-bromo-2-fluorofenil)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5] decan-1-ona

TN
. N
(j\f O‘OH
N o
F

Br

Se calent6 una mezcla de (5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona (1,04 g, 0,00412 mol), 4-

13



10

15

20

25

30

35

ES 2390937 T3

bromo-2-fluoro-1-yodobenceno (Aldrich, cat. n° 283304) (1,85 g, 0,00615 mol), yoduro de cobre(l) (Aldrich, cat. n°:
215554) (0,122 g, 0,000640 mol), fosfato de potasio (2,63 g, 0,0124 mol) y 1,2-etanodiol (0,48 ml, 0,0086 mol) en 1-
butanol (3,90 ml) a 100° C en nitrégeno durante 2 d. Se interrumpio la reaccién con agua, y se extrajo con éter. Se
reunieron las capas organicas, se lavaron con agua, salmuera, se sec6 sobre Na,SO., y se filtr6. Se evaporé el
filtrado a presion reducida. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida en una columna de
gel de silice eluyendo con 0 a 5% de metanol en DCM dando el producto deseado (950 mg, 54,2%). CL/EM m/e
425,1/427,0 (M+H)".

Etapa 8: 5-3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil-N-metilpiridina-2-
carboxamida

Se afiadié fosfato de potasio (637 mg, 0,00300 mol) en agua (3,00 ml) a una mezcla de (5S)-7-(4-bromo-2-
fluorofenil)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona (425 mg, 0.00100 mol), N-metil-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida (Frontier Inc., cat. n°: M10074) (393 mg, 0,00150 mol) y
tetraquis(trifenilfosfina)paladio (Aldrich, cat. n°: 216666) (35 mg, 0,000030 mol) en 1,4-dioxano (3,00 ml). Se calenté
la mezcla resultante a 120° C durante 24 h. Se diluyd la mezcla con acetato de etilo y se lavé con agua y salmuera.
Se seco la capa organica sobre Na,;SO., se filtrd, se concentré a presion reducida. Se purificd el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrdpida en una columna de gel de silice eluyendo con metanol al 5% en DCM dando
el producto deseado (285 mg, 59,3%). CL/EM m/e 481,2 (M+H)", RMN N (400 MHz, DMSO-ds): 8,89 (1H, dd, J =
2,5,0,6 Hz), 8,76 (1H, ¢, J = 4,7 Hz), 8,22 (1H, dd, J = 8,4, 2,5 Hz), 8,03 (1H, dd, J = 8,4, 0,6 Hz), 7,65 (1H, dd, J =
14,2, 2,1 Hz), 7,56 (1H, dd, J = 8,5, 2,1 Hz), 7,13 (1H, t, J = 8,5 Hz), 4,37 (1 H, d, J = 3,1 Hz), 3,78 (1H, m), 3,71 (1H,
m), 3,21-3,38 (3H, m), 3,07 (1H, d, J = 11,4 Hz), 2,81 (3H, d, J = 4,7 Hz), 2,64-2,74 (2H, m), 2,18-2,26 (1H, m), 1,60-
1,91 (8H, m), 1,39-1,51 (3H, m), 1,21-1,30 (2H, m),

Ejemplo 2

5-{3-Fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-ox ~ 0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N,N-dimetilpi  ridin-2-
carboxamida

Se afadié cloruro de oxalilo (20,0 ml, 0,236 mol) a una solucién de acido 5-bromopiridin-2-carboxilico (Alfa Aesar,
cat. n°: B25675) (10, g, 0,500 mol) en cloruro de metileno (60 ml) a temperatura ambiente seguido de 5 gotas de
DMF. Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 2 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion
reducida. Se evaporo el residuo azeotrépicamente con tolueno dos veces. Se disolvid luego el residuo en DCM (30
ml) seguido de la adiciéon de 30 ml de dimetilamina en solucién de THF (2,0 M) (Aldrich, cat. n°: 391956) y base de
Hunig (20,0 ml) (Aldrich, cat. n° 496219). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 3 h. Se diluy6 la
mezcla de reaccién con DCM (100 ml) y se lavé con agua, HCI 1 N y salmuera. Se secé la fase organica sobre
Na,SO0y4, se filtrd y se concentré dando el producto deseado (10,5 g, 91,7%).

Etapa 2: N,N-dimetil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida
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Se calenté una mezcla de 5-bromo-N,N-dimetilpiridin-2-carboxamida (5,73 g, 0,0250 mol), 4,4,5,5,4'4'5'5'"-
octametil-[2,2'bi[[l,3,2]dioxaborolanilo] (6,98 g, 0,0275 mol) (Aldrich, cat. n°% 473294), [l,1-
bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio (1) complejado con diclorometano (1:1) (0,6 g, 0,0007 mol) (Aldrich, cat. n°:
379670), 1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno (0,4 g, 0,8 mmol) (Aldrich, cat. n°: 177261), y acetato de potasio (7,36 g,
0,0750 mol) en 1,4-dioxano (100 ml) a 120° C durante 20 h. Después de enfriar se concentré la mezcla, se diluyod
con acetato de etilo y se lavd con solucion de NH4Cl saturada, agua, salmuera; se secé sobre Na,SO,4. Tras
valoracion se concentré el filtrado y se purificé adicionalmente el material bruto en una columna de gel de silice
eluyendo con acetato de etilo/hexano dando el producto deseado (4,7 g, 68%).

Etapa 3: 5-{3-Fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N,N-dimetilpiridin-2-
carboxamida

Se prepar6 este compuesto usando procedimientos que eran analogos a aquellos descritos para la sintesis del
ejemplo 1, etapa 8 partiendo de N,N-dimetil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida y (5S)-
7-(4-bromo-2-fluorofenil)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona. CL/EM m/e 495,3 (M+H)*. RMN
'H (400 MHz, DMSO-de): 8,86 (1H, d, J = 1,7 Hz), 8,15 (1H, dd, J = 8,1, 2,3 Hz), 7,51-7,65 (3H, m), 7,12 (1H, t, J =
8,9 Hz), 4,37 (1 H, d, J = 3,1 Hz), 3,78 (1H, m), 3,71 (1H, m), 3,22-3,38 (3H, m), 3,06 (1H, d, J = 1 1,7 Hz), 3,00 (3H,
s), 2,97 (3H, s), 2,64-2,74 (2H, m), 2,18-2,27 (1H, m), 1,60-1,91 (8H, m), 1,39-1,51 (3H, m), 1,22-1,30 (2H, m).

Ejemplo 3

N-Etil-5-{3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil ~ )-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il[fenil}piridin-  2-
carboxamida

EinN = I
H N
N .“"(NO‘OH
F o

Etapa 1: N-etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida

(o]
I N\ Ni"\
o) » H

Se prepar6 este compuesto usando procedimientos que eran analogos a aquellos descritos para la sintesis del
ejemplo 2, etapas 1y 2 partiendo de acido 5-bromopiridin-2-carboxilico.

Etapa 2: N-Etil-5-{3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}piridin-2-
carboxamida

Se prepar6 este compuesto usando procedimientos que eran analogos a aquellos descritos para la sintesis del
ejemplo 1, etapa 8 partiendo de N-etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida y (5S)-7-(4-
bromo-2-fluorofenil)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-2, 7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona. CL/EM m/e 495,3 (M+H)".

Ejemplo 4
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5-{3-Cloro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo  -2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il[fenil}-N-etilpiridin-  2-
carboxamida

0O

HN\'

Cl

Etapa 1: (5S)-7-(4-bromo-2-clorofenil)-2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililloxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona

I
x N
NT O
cl

Br

Se calenté una mezcla de (5S)-2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililJoxi}ciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona (0,282
g, 0,000769 mol), 4-bromo-2-cloro-1-yodobenceno (0,293 g, 0,000922 mol) (Lancaster, cat. n° 19245), yoduro de
cobre (1) (0,015 g, 0,000077 mol), fosfato de potasio (0,490 g, 0,00231 mol) y 1,2-etanodiol (0,0857 ml, 0,00154 mol)
en 1-butanol (0,75 ml) a 100° C en nitrégeno durante 2 d. Se filtré la mezcla de reaccién, se concentré a presion
reducida, y se purificé el residuo mediante cromatografia ultrarrapida en una columna de gel de silice (eluyendo con
acetato de etilo en hexanos de 0 a 50%) dando el producto deseado.

Etapa 2: 5-{3-cloro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N-etilpiridin-2-
carboxamida

Se afiadid a una mezcla agitada de (5S)-7-(4-bromo-2-clorofenil)-2-(cis-4-{[terc-butil(dimetil)sililJoxi}ciclohexil)-2,7-
diazaespiro[4.5]decan-1-ona (20 mg, 0,00004 mol), complejo de [1,1'-bis(difenilfosfino)ferrocen]dicloropaladio (Il) con
diclorometano (1:1) (2,0 mg), tetraquis(trifenilfosfin)paladio (1,0 mg) y carbonato de potasio (14,9 mg, 0,000108 mol)
en N,N-dimetilformamida anhidra (1 ml) N-etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-carboxamida (14,5
mg, 0,054 mmol). Se calent6 la mezcla de reaccion resultante a 150°C y se agité durante la noche, seguido de la
eliminacion de grupo protector de TBS mediante la adicién de acido fluorosilicico 1,7 M en agua (0,10 ml) y se agitd
la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se purificé luego directamente la mezcla de reaccion mediante
RP-HPLC dando el producto deseado. CL/IEM m/e 511,2 (M+H)+, RMN *H (400 MHz, DMSO-Clg): 8,92 (1H, d, J =
2,3 Hz), 8,84 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,26 (1H, dd, J = 8,2, 2,3 Hz), 8,06 (1H, d, J = 8,2 Hz), 7,89 (1H, d, J = 2,2 Hz), 7,74
(1H, dd, J = 8,5, 2,2 Hz), 7,30 (1H, t, I = 8,5 Hz), 4,39 (1 H, d, J = 3,1 Hz), 3,80 (1H, m), 3,72 (1H, m), 3,24- 3,44 (5H,
m), 3,01 (1H, d, J = 11,4 Hz), 2,63-2,74 (2H, m), 2,40-2,53 (1H, m), 1,64-1,91 (8H, m), 1,41-1,53 (3H, m), 1,20-1,32
(2H, m), 1,13 (3H, t, J = 7,2 Hz).

Ejemplo 5
Datos comparativos

Se encontré de forma inesperada que los compuestos de la invencién muestran de forma favorable baja inhibicién
de actividad del canal de iones (medida por un ensayo de control en parche hERG) comparado con los compuestos
similares (5S)-7-(2,4-difluorofenil)-2-(trans-4-hidroxiciclohexil)-2,7-diazaespiro[4.5]decan-1-ona (comparativo 1) y 3-
fluoro-4-[2-(trans-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-illbenzonitrilo  (comparativo 2); véase el
documento WO 2006/053024. La tabla 1 compara los datos siguientes en potencia e inhibicion de la actividad del
canal de iones. Mientras que los compuestos de la invencion (representados con los ejemplos 1y 2) son de potencia
similar con los compuestos comparativos, los compuestos de la invencion mostraban de forma sorprendente
actividad de canal de iones 3-14 veces menor que los compuestos comparativos. Los compuestos de los ejemplos 3
y 4 mostraban propiedades similares.
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Tabla 1

Compuesto Clso (NM) h-HSD1 Clso (M) h-PBMC hERG (parche) % inh a
10 pM

Ejemplo 1 <20 <20 <10

Ejemplo 2 <20 <20 <18

Comparativo 1 <20 <20 <74

Comparativo 2 <20 <20 > 45

El ensayo de control en parche se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento de Hamill O. P. y col. "Improved
patch clamp techniques for high resolution current recording from cells and cell free membrane patches," Pflugers
Arch. 1981, v. 391, pp. 85-100. Se obtuvieron datos de potencia llevando a cabo los procedimientos de los ejemplos
6y 7 siguientes.

La tabla 2 siguiente proporciona datos comparativos adicionales del compuesto del ejemplo 2 y comparativo 3 (4-{5-
cloro-6-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]-piridin-3-il}-N,N-dimetilbenzamida; véase el
documento WO 2006/053024).

Tabla 2

Parametro Ejemplo 2 Comparativo 3
Fraccion libre en suero humano 22% 4,4%
Potencia celular (Clso) 0,3nM 0,6 nM
Concentracion de farmaco diana en plasma humano igual a | 4,4 nM 13,6 nM

Clso

Parche hERG a 10 pM 14% 33%
Concentracion en rata maxima en plasma tras dosis de 5 mg/kg | 3,36 uM 0,4 uM

por via oral

AUC de exposicion de plasma tras dosis de 5 mg/kg por via | 8,3 (UM*h) 0,5 (UM*h)

oral

La fraccion libre se determiné mediante separacion del farmaco libre del farmaco unido en plasma mediante dialisis
de equilibrio de acuerdo con procedimientos de operacién convencionales. Se obtuvo datos de potencia celular de
acuerdo con el procedimiento del ejemplo 7 siguiente. Se calculd la concentracion de farmaco diana dividiendo la
potencia celular por la fraccion libre. Se obtuvieron datos de control en parche hERG de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente. Se llevaron a cabo estudios farmacocinéticos de acuerdo con procedimientos
rutinarios en ratas administradas con una dosis por via oral simple de 5 mg/kg. Los datos de concentracion en
plasma-tiempo se usaron para determinar la Cmax Y parametros farmacocinéticas de AUC mediante procedimientos
no compartimentales convencionales usando WinNonlin® versién 5.0.1.

Este ejemplo ilustra ciertas propiedades de los compuestos reivindicados. No se hace representaciéon de si los
compuestos comparativos representan los analogos estructurales mas proximos a los compuestos de la invencion, y
se hace representacion respecto a si se presenta todos los datos comparativos posibles, como puede parecer
razonable y se diferencia en qué constituye analogia estructural proxima y qué constituye datos comparativos
relevantes.

Ejemplo 6
Ensayo enziméatico de 11 BHSD1

Todos los ensayos in vitro se llevaron a cabo con lisados clarificados como la fuente de actividad de 11HSD1. Se
cultivaron transfectantes HEK-293 transitorios que expresan una version etiquetada del eg)l’topo de 11BHSD1
humano de longitud completa mediante centrifugacién. A groso modo se resuspendieron 2 x 10" células en 40 ml de
tampon de lisis (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 0,1 M, MgCl, 1 mM y sacarosa 250 mM) y se lisaron en un
microfluidizador. Se clarificaron los lisados mediante centrifugacién y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y
se congelaron.

Se evalud la inhibicién de 11HSD1 por compuestos de ensayo in vitro con un ensayo de proximidad de centelleo
(SPA). Se disolvieron compuestos de ensayo secos a 5 mM en DMSO. Estos se diluyeron en DMSO hasta
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concentraciones adecuadas para el ensayo de SPA. Se doparon 0,8 ul de diluciones en serie de 2 veces en placas
de 384 pocillos en DMSO tal que se cubrieron 3 logs de concentracién de compuesto. Se afadieron 20 ul de lisado
clarificado a cada pocillo. Se iniciaron las reacciones mediante adicién de 20 ul de mezcla de sustrato-cofactor en
tampon de ensayo (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 0,1 M, MgCl, 1 mM) hasta concentraciones finales de NADPH 400
UM, ®*H-cortisona 25 nM y 0.007% de Triton X-100. Se incubaron las placas a 37° C durante una hora. Se
interrumpieron las reacciones mediante adicion de 40 pl de esferas de SPA recubiertas con anti-raton que se habian
pre-incubado con carbenoxolona 10 yM y un anticuerpo monoclonal especifico de cortisol. Se incubaron placas
interrumpidas durante un minimo de 30 minutos a temperatura ambiente antes de leer en un contador de centelleos
Topcount. Los controles sin lisado, inhibieron el lisado, y sin mAb se desarrollaron de forma rutinaria. A groso modo
30% de la cortisona de entrada se reduce con 11BHSD1 en la reaccion no inhibida en estas condiciones.

Ejemplo 7
Ensayo basado en célula para actividad de 11 BHSD1

Se aislaron células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) de voluntarios humanos normales con
centrifugacion por densidad Ficoll. Se dispusieron las células en placas a 4x10° células/células en 200 ul de medio
AEvl V (Gibco-BRL) en placas de 96 pocillos. Se estimularon las células durante la noche con 50 ng/ml de IL-4
humano recombinante (R&D Systems). La siguiente mafiana se afiadié 200 nM de cortisona (Sigma) en presencia o
ausencia de diversas concentraciones de compuesto. Se incubaron las células durante 48 horas y luego se
cultivaron los sobrenadantes. Se determind la conversion de cortisona a cortisol mediante un ELISA comercialmente
disponible (Assay Design).

Diversas modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en esta invencién, seran evidentes para los
especialistas en la técnica a partir de la anterior descripcion. Tales modificaciones se incluyen también dentro del
alcance de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es: 5-{3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il[fenil}-N,N-
dimetilpiridin-2-carboxamida; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto que es: 5-{3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-ox0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N-
metilpiridin-2-carboxamida; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un compuesto que es: N-etil-5-{3-fluoro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo0-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-
illfenil}piridin-2-carboxamida; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto que es: 5-{3-cloro-4-[(5S)-2-(cis-4-hidroxiciclohexil)-1-oxo-2,7-diazaespiro[4.5]dec-7-il]fenil}-N-
etilpiridin-2-carboxamida; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Una composicién que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un procedimiento de inhibicion de la actividad de 113HSD1 que comprende poner en contacto dicho 11HSD1 ex
vivo con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

7. Un procedimiento de inhibicion de la conversion de cortisona en cortisol en una célula que comprende poner en
contacto la célula ex vivo con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Un procedimiento de inhibicién de la produccion de cortisol en una célula que comprende poner en contacto la
célula ex vivo con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

9. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para uso en el tratamiento de obesidad; diabetes; intolerancia a la glucosa; resistencia a insulina, hiperglucemia,
hipertension, hiperlipidemia; deterioro cognitivo; depresion; demencia; glaucoma; trastornos cardiovasculares;
osteoporosis; inflamacion; sindrome metabdlico; exceso de andrégenos; o sindrome de ovario poliquistico (PCOS)
en un paciente.

10. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para uso en el tratamiento de la diabetes de tipo Il en un paciente.

11. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para uso en el tratamiento del cuerpo humano o animal con terapia.

12. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de obesidad; diabetes; intolerancia a
la glucosa; resistencia a insulina, hiperglucemia, hipertensién, hiperlipidemia; deterioro cognitivo; depresion;
demencia; glaucoma; trastornos cardiovasculares; osteoporosis; inflamacién; sindrome metabdlico; exceso de
andrégenos; o sindrome de ovario poliquistico (PCOS).

13. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para la preparacion de un medicamento para uso en la diabetes de tipo II.

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

