ES 2409 262 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 409 262
@Int. Cl.:

CO07D 239/22 (2006.01)
CO07D 401/04 (2006.01)
CO07D 471/04 (2006.01)
CO07D 405/04 (2006.01)
A61K 31/517 (2006.01)
A61K 31/519 (2006.01)
AB61P 29/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 29.05.2009
Fecha y numero de publicacién de la concesion europea: 27.02.2013

E 09757461 (0)
EP 2300440

T3

Tl'tulo: Antagonistas de TRPA1 de 3,4-dihidropirimidina

Prioridad:

02.06.2008 EP 08157398

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
26.06.2013

@ Titular/es:

JANSSEN PHARMACEUTICA, N.V. (100.0%)
Turnhoutseweg 30
2340 Beerse, BE

@ Inventor/es:

GIJSEN, HENRICUS JACOBUS MARIA;
BERTHELOT, DIDIER, JEAN-CLAUDE y
DE CLEYN, MICHEL, ANNA, JOZEF

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

ES 2409 262 T3

DESCRIPCION
Antagonistas de TRPA1 de 3,4-dihidropirimidina

La presente invencién se refiere a compuestos novedosos de 3,4-dihidropirimidina de férmula () que tienen
propiedades antagonistas del receptor TRPA1, a composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos,
a procedimientos quimicos para preparar estos compuestos y a su uso en el tratamiento de enfermedades
vinculadas a la modulacién de los receptores TRPA1 en animales, en particular seres humanos.

El receptor de potencial transitorio A1 (TRPAL), anteriormente denominado receptor ANKTML1, pertenece a la familia
de receptores de potencial transitorio (TRP) de canales selectivos de cationes que se ha demostrado que
transducen sefiales mecanicas, térmicas e inflamatorias relacionadas con el dolor (véase por ejemplo Biochimica et
Biophysica Acta 1772 (2007) 989-1003; Cell 124 (2006) 1123-1125).

TRPA1 es un canal permeable a calcio no selectivo, que modula el potencial de membrana modulando el flujo de
cationes tales como iones calcio y sodio. La desregulacion de canales idnicos esta asociada a menudo con estados
patoldgicos, y compuestos que pueden modular una o mas funciones de canales iénicos, incluyendo TRPA1, son de
gran interés como posibles agentes terapéuticos. Activadores o agonistas del receptor TRPA1, tales como
isotiocianatos (isotiocianato de alilo, el componente acre de la mostaza) y gases lacrimégenos, provocan dolor
agudo e inflamacion neurégena (véase, por ejemplo PNAS 103 (2007) 13519-13524; Cell 124(2006) 1269-1282). La
modulacién del receptor TRPAL puede conducir a una homeostasis mejorada del flujo de iones y el potencial de
membrana.

En un modelo de dolor inducido por formalina, se ha demostrado que TRPAL es el sitio principal de la accion
generadora de dolor de la formalina in vivo, y la activacion de TRPA1 subyace a las respuestas fisiolégicas y de
comportamiento asociadas con este modelo de hipersensibilidad al dolor. La activacion inducida por formalina del
canal TRPAL puede atenuarse por antagonistas de TRPAL (PNAS 103 (2007) 13525-13530.)

Hay un interés en que la identificacion y el desarrollo de ligandos del receptor TRPA1 sean de posible uso en la
prevencion, el tratamiento o el alivio de los sintomas de una enfermedad o estado asociado con TRPAL (véanse por
ejemplo los documentos WO 2007/073505 o WO 2007/098252 para patentes que reivindican antagonistas de
TRPAL).

Las 3,4-dihidropirimidinas sin anulacién del doble enlace 5-6 de la dihidropirimidina, tal como se muestran a modo de
ejemplo mediante la formula (ll), se han reivindicado como antagonistas de TRPAl en el documento WO
2007/073505, pero en los presentes experimentos tales compuestos no mostraron antagonismo, o0 muy débil, en el
receptor TRPA1 humano. En la bibliografia se han descrito una pocas dihidropirimidinonas (por ejemplo el
compuesto A: Indian J, Chem., seccién B, 43B (2004), 135-140. Compuestos B y C: Phosphorous and Sulfur 39,
(1988), 211-16, veéase también Latvijas PSR Zinatnu Akademijas Vestes, Kimijas Serija (1968), 324-7). Se han
reivindicado compuestos de dihidropirimidinona de férmula D como agentes de aclarado de lentillas en el documento
EP 489991.

R Ar
R 5 4\
Ry
HNAS
B
(1)
B=0oS
R = COOH, éster o amida
R'= alquilo o arilo compuestos A
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La presente invencion se refiere a compuestos novedosos de formula (1)

M,

|
RY

incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica de los mismos, en la que:

A' y A? son ambos CR® o0 uno de A' o A? es N y el otro es CR® en el que cada R’ se selecciona
independientemente de hidrogeno, halo, alquilo C1., alquiloxilo Cy.6, polihaloalquilo C1.6 0 polihaloalquiloxilo Ci.;

B*, B?, By B* son todos CH, o uno de B*, B, B*y B* es N y los otros son CH;

XesOoS;

R! es halo, hidroxilo, ciano, amino, alquilo Ci., hidroxialquilo Ci.s, alquiloxilo Ci.s, polihaloalquiloxilo Ci, arilo,
ariloxilo u OR® en el que R® es alquilo Cy. sustituido con hidroxilo, alquiloxilo Cy.4, arilo, ariloxilo, alquilcarbonilo Cy.4,
alquilcarboniloxilo C1.4 0 NR'R® en el que R’ y R® se seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno o
alquilo Cy.4;

R%es hidrégeno, fltor, alquilo Ci.4 0 alquiloxilo Ci.4;

y R'y R? pueden tomarse juntos para formar un radical -O-CHy-O- u -OCH,- CH2-O-;

R®es hidrégeno, alquilo C;.4 0 arilalquilo Ci.2;

R*es hidrégeno, alquilo Ci-4 0 arilalquilo Ci.3;

cada arilo se selecciona, independientemente del otro, de un fenilo sustituido con 1, 2 6 3 sustituyentes
seleccionados cada uno independientemente de hidrégeno, halo, hidroxilo, alquilo Ci.4, polihaloalquilo Ci.4,
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alquiloxilo Ci.4, polihaloalquiloxilo C;.4, ciano, nitro, amino o mono- o di-(alquil Ci-4)amino;

siempre que cuando X es O y A' y A? son ambos CR”® en el que R’ es hidrégeno y R? es hidrégeno o alquiloxilo C1.4
y R*y R son hidrégeno, entonces R* no es halo, alquilo Cy. 0 alquiloxilo Cy.;

0 una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de los mismos o un solvato de los mismos o un N-éxido
de los mismos.

La condicion pretende que queden excluidos los compuestos proporcionados por el documento EP 0489991 o los
nimeros CAS 371142-26-6, 371131-70-3, 371129-06-5 y 371120-50-2.

Tal como se usa en las definiciones precedentes:
- halo es genérico para fltor, cloro, bromo y yodo;

- alquilo Ci.4 define radicales hidrocarbonados saturados de cadena lineal y ramificada que tienen desde 1 hasta 4
atomos de carbono tales como, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, 1-metiletilo, 2-metilpropilo y similares;

- alquilo Cy.6 pretende incluir alquilo C1.4 y los homologos superiores del mismo, que tienen 5-6 a&tomos de carbono,
tales como, por ejemplo, 2-metilbutilo, pentilo, hexilo y similares;

- polihaloalquilo C;i.4 se define como alquilo Ci.4 polihalosustituido, en particular alquilo Ci.4 (tal como se definié
anteriormente en el presente documento) sustituido con de 2 a 6 atomos de halégeno tales como difluorometilo,
trifluorometilo, trifluoroetilo, y similares;

- polihaloalquilo Ci.6 se define como alquilo Ci.¢ polihalosustituido, en particular alquilo Ci.6 (tal como se definid
anteriormente en el presente documento) sustituido con de 2 a 6 atomos de halégeno tales como difluorometilo,
trifluorometilo, trifluoroetilo, y similares.

El término “formas estereoquimicamente isoméricas” tal como se usé anteriormente en el presente documento
define todas las posibles formas isoméricas que pueden tener los compuestos de formula (I). A menos que se
mencione o se indique lo contrario, la designacion quimica de los compuestos indica la mezcla de todas las posibles
formas estereoquimicamente isoméricas, conteniendo dichas mezclas todos los diastereémeros y enantiomeros de
la estructura molecular basica. Mas en particular, los centros estereogénicos pueden tener la configuracion R o S;
los sustituyentes en radicales saturados ciclicos (parcialmente) bivalentes pueden tener la configuracion o bien cis o
bien trans. Se pretende obviamente que las formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de formula
(I) estén abarcadas dentro del alcance de esta invencion.

Todos los compuestos de formula (1) tienen al menos un &tomo de carbono quiral tal como se indica en la figura a
continuacion con el *. Se pretende que tanto la configuracion R como la S de dicho atomo de carbono quiral estén
cubiertas bajo el término “formas estereoquimicamente isoméricas”. Los compuestos de formula (I) que se han
preparado como una mezcla de los enantidmeros R y S pueden resolverse para dar sus enantiomeros individuales
usando técnicas de resolucion conocidas en la técnica tales como por ejemplo cromatografia de fluidos supercriticos
(CFS).

)

La configuracion estereoquimica absoluta de los compuestos de férmula (I) y de los productos intermedios usados
en su preparacion puede determinarse facilmente por los expertos en la técnica usando métodos bien conocidos,
tales como, por ejemplo, difraccion de rayos X o VCD.

Ademas, algunos compuestos de férmula (l) y algunos de los productos intermedios usados en su preparacion
pueden presentar polimorfismo. Ha de entenderse que la presente invencion abarca cualquier forma polimérfica que
tenga propiedades Utiles en el tratamiento de los estados indicados anteriormente en el presente documento.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables tal como se mencioné anteriormente en el presente
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documento pretenden comprender las formas de sal de adicion de acido no toxicas terapéuticamente activas que los
compuestos de férmula (I) pueden formar. Estas sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables pueden
obtenerse convenientemente tratando la forma de base con un acido apropiado de este tipo. Los acidos apropiados
comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales como hidracidos halogenados, por ejemplo acido clorhidrico o
bromhidrico, sulfdrico, nitrico, fosférico y acidos similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acético,
propanoico, hidroxiacético, lactico, piravico, oxdlico (es decir, etanodioico), malénico, succinico (es decir, acido
butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfonico,
p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y acidos similares.

A la inversa, dichas formas de sal pueden convertirse mediante tratamiento con una base apropiada en la forma de
base libre.

Los compuestos de formula (I) pueden existir en formas tanto no solvatada como solvatada. El término ‘solvato’ se
usa en el presente documento para describir una asociacién molecular que comprende un compuesto de la
invencién y una o mas moléculas de disolvente farmacéuticamente aceptable, por ejemplo agua o etanol. El término
hidrato se usa cuando dicho disolvente es agua.

Compuestos interesantes de formula (I) son aquellos compuestos de formula (1) en los que se aplican una o méas de
las siguientes restricciones:

a) Al y A% son ambos CR® en el que cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno o halo; o

b) uno de A’y A? es CR® en el que R® es hidrégeno o halo y el otro de Ay A% es N; o

c) BY, B?, B®y B* son todos CH; o

d) R? es hidrégeno o alquiloxilo Cy.4; 0

e) R'y R? pueden tomarse juntos para formar un -O-CH-O-; 0

f) R® es hidrégeno o metilo; o

0) R'es hidrégeno, metilo o fenilmetilo;

h) arilo es fenilo o fenilo sustituido con halo, trifluorometilo, ciano o alquiloxilo Ci.4; 0

i) el centro estereogénico en C* tiene la configuracion R.

Un grupo particular de compuestos de férmula (1) son aquellos compuestos de férmula (1) en los que X es S.

Otro grupogaarticular de compuestos de férmula (I) son aquellos compuestos de formula (I) en los que A y A? son
ambos CR” en el que cada R® se selecciona independientemente de hidrogeno o halo; R es halo, hidroxilo,

alquiloxilo C1.6 0 alquilo C1.6 en el que el alq7uilo C1.6 puede estar opcionalmente sustituido con alcoxilo Cj.4, hidroxilo,
alquilcarboniloxilo C1.4 0 NR'R® en el que R’ y R® son alquilo Cy.4.

AUn otro grupo particular de comguestos de férmula (I) son aquellos compuestos de férmula (1) en los que Al y A?
son ambos CR® en el que cada R’ se selecciona independientemente de hidrégeno; B, B?, B® y B* son todos CH; X
es S; R' es alquiloxilo Ci.4, en el que el alquilo Ci.4 estd opcionalmente sustituido con alcoxilo Ci.4 0 hidroxilo y el
centro estereogénico en C* tiene la configuracion R.

)

Sintesis general (rutas sintéticas)

En general, pueden sintetizarse compuestos de férmula (I) mediante una reaccién de condensacion de mdltiples
componentes entre un compuesto de 1,3-dicarbonilo (l11), un aldehido (V) y (tio)urea (V).
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o) R! X
B4 277
k]
By/ X + A}l P + HNJLIl\IH 3 (])
BN L7 - Ry R R
L
O
(110) (v) V)

Los compuestos de formula (I-a), definidos como compuestos de férmula () en la que R® y R* representan
hidrégeno, pueden sintetizarse mediante una reaccion de condensacion de mdltiples componentes entre un
compuesto de 1,3-dicarbonilo (Ill), un aldehido (IV) y (tio)urea (V), conocida como reaccion de Biginelli. (Para la
metodologia general de Biginelli véase por ejemplo Tetrahedron 336 (1993) 6937-6963. Para reacciones de Biginelli
mas especificas para compuestos de férmula (I) véase por ejemplo Indian J. Chem. 43B (2004), 135-140).

! X

4 B R
B3/B\ n
1 A~ *  HN” "NH,
Bz\ l/ R3

B 0 P

O
(I (V) ) (1-a)

Esta reaccion puede ejecutarse mezclando y calentando los componentes en presencia de un catalizador &cido de
Lewis o mineral y con o sin presencia de un disolvente. Ejemplos de catalizadores utiles son HCI, HBr, H>.SO4, 4cido
acético, acido trifluoroacético, acido p-toluenosulfénico, cloruro de trimetilsililo, yoduro de trimetilsililo, eterato de
trifluoruro de boro, cloruro de cobre (1), cloruro férrico, cloruro de indio (Ill), triflato de iterbio, cloruro de cerio (lll),
cloruro de zirconio (1V), oxicloruro de zirconio (IV), bromuro de litio, &cido fenilpiravico, cloruro de calcio, éster de
polifosfato o catalizadores de acido de arcilla sélidos tales como arcilla montmorillonita KSF o combinaciones de
estos catalizadores.

Disolventes utiles son preferiblemente disolventes polares tales acetonitrilo, &cido acético, metanol, etanol u otros
alcoholes, tetrahidrofurano, dimetilformamida, dimetilacetamida, N-metilpirrolidona o dioxano.

Puede realizarse el calentamiento en condiciones térmicas convencionales o en condiciones de microondas.

Pueden prepararse también compuestos de formula (I-a) en un procedimiento de dos etapas, en el que el producto
de condensacion de Knoevenagel entre (1) y (IV) se hace reaccionar con (V), tal como se describe en, por ejemplo
Phosphorous and Sulfur 39, (1988), 211-16 o Chem. Heterocycl. Compd. (Engl.Transl.) 24 (1988), 936-941.

Los compuestos de férmula (I-b) y (I-c), definidos como compuestos de formula (1) en la que X representa O y R® ylo
R* no son hidrégeno, pueden prepararse haciendo reaccionar compuestos de formula (I-a-1), definidos como
compuestos de formula (I) en la que X representa O y R® y R representan hidrégeno, con un producto intermedio
(Vl), en el que L es un grupo saliente tal como halo, metanosulfoniloxilo, bencenosulfoniloxilo,
trifluorometanosulfoniloxilo y grupos salientes reactivos similares, en presencia de una base adecuada tal como NaH
0 K;COs3; en un disolvente inerte para la reaccion tal como por ejemplo THF, 1,4-dioxano, 2-propanona o
dimetilformamida.
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(1-b)
L-R* (VI-1)
base
. L-R* (VI-2)
base
(I-a-1)
(I-c)

Los compuestos de formula (I-d) y (I-e), definidos como compuestos de formula (1) en la que X representa S y R® y/o
R* no son hidrégeno, pueden prepararse alquilando el compuesto (I-a-2), definido como compuestos de formula (l)
en la que X representa S y R® y R* representan hidroégeno, con el reactivo (VII), para dar el producto intermedio
(VII), que puede alquilarse con un producto intermedio (VI-1) o (VI-2), en el que L es un grupo saliente tal como
halo, metanosulfoniloxilo, bencenosulfoniloxilo, trifluorometanosulfoniloxilo y grupos salientes reactivos similares, en
presencia de una base adecuada tal como NaH o K>COs en un disolvente inerte para la reaccion tal como por
ejemplo 2-propanona, 1,4-dioxano, dimetilformamida o THF para dar los productos intermedios (IX) y/o (X). Tras el
tratamiento de los productos intermedios (IX) o (X) con TFA bajo calentamiento térmico o asistido por microondas,
se obtienen los compuestos de formula (I-d) y (I-e), respectivamente.

Br:

base B~ N

N7
H OMe

(I-a-2) (Vi)
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L-R* (VI-1)
vy _se

[+]

L-R* (V1-2)
base

TFA TFA

1
R*

(I-l) (1)

Los sustituyentes R' pueden derivatizarse adicionalmente mediante transformaciones de grupo funcional
convencionales para preparar los compuestos de férmula (1) finales deseados.

Los materiales de partida y algunos de los productos intermedios estan disponibles comercialmente o pueden
prepararse segun procedimientos de reaccidn convencionales generalmente conocidos en la técnica.

Los compuestos de formula (1) tal como se preparan en los procedimientos descritos anteriormente en el presente
documento pueden sintetizarse en forma de mezclas racémicas de enantidmeros que pueden separarse uno del otro
siguiendo procedimientos de resolucion conocidos en la técnica. Los compuestos de férmula (I) que se obtienen en
forma racémica pueden convertirse en las formas de sal diastereoméricas correspondientes mediante reaccion con
un &cido quiral adecuado. Dichas formas de sal diastereoméricas se separan posteriormente, por ejemplo, mediante
cristalizacion fraccionada o selectiva y los enantiomeros se liberan de la misma mediante un alcali. Una manera
alternativa de separar las formas enantioméricas de los compuestos de formula (l) implica cromatografia de liquidos
usando una fase estacionaria quiral. Dichas formas isoméricas estereoquimicamente puras pueden derivarse
también de las correspondientes formas isoméricas estereoquimicamente puras de los materiales de partida
apropiados, siempre que la reaccién se produzca de manera estereoespecifica. Preferiblemente, si se desea un
estereoisdbmero especifico, dicho compuesto se sintetizard mediante métodos de preparacion estereoespecificos.
Estos métodos emplearan ventajosamente materiales de partida enantioméricamente puros.

Los compuestos de férmula (1), incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica de los mismos, o sales
de adicion de acido, solvatos o N-Oxidos farmacéuticamente aceptables de los mismos, tienen propiedades
antagonistas del receptor de potencial transitorio Al (TRPA1l) tal como se demuestra en los ejemplos
farmacolégicos. El ejemplo farmacolégico D describe la metodologia para medir el antagonismo de TRPA1 y los
resultados se enumeran en la tabla 5.

Por tanto, los presentes compuestos de férmula (I) son Utiles como medicamento especialmente en el tratamiento de
un estado o enfermedad mediado por el receptor TRPA1L, en particular actividad antagonista del receptor TRPAL.
Posteriormente, los presentes compuestos pueden usarse para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de un estado o una enfermedad mediado por la actividad de TRPA1, en particular actividad antagonista
de TRPAL.

Preferiblemente, la presente invencién proporciona también el uso de un compuesto de formula () o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de estados o
enfermedades seleccionados de estados o enfermedades mediados por TRPA1.

Ademas, se da a conocer un método de tratamiento de un estado mediado por la actividad de TRPA1 en un sujeto
mamifero que comprende administrar a un mamifero que necesita tal tratamiento una cantidad terapéuticamente
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eficaz de un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Estados o enfermedades mediados por TRPA1l son por ejemplo dolor, dolor crénico, sensibilidad al tacto,
sensibilidad al prurito, irritacion de la piel, dolor posquirdrgico, dolor por cancer, dolor neuropatico, dolor inflamatorio,
migrafia, neuropatia diabética, psoriasis, eczema, dermatitis, neuralgia posherpética, incontinencia urinaria,
pancreatitis, osteoartritis, artritis reumatoide, mucositis oral, inhibicion o estimulacién del crecimiento capilar,
lacrimacién, lesiones oculares, blefaroespasmo e irritacion pulmonar (por ejemplo tos) y estimulaciéon de la
cicatrizacion de heridas.

El término “tratar” y “tratamiento’, tal como se usa en el presente documento, se refiere a tratamiento curativo,
paliativo y profilactico, incluyendo revertir, aliviar, inhibir el progreso de, o prevenir la enfermedad, el trastorno o el
estado al que se aplica tal término o uno o mas sintomas de tal enfermedad, trastorno o estado.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un
portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1).

Con el fin de preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, se combina una cantidad eficaz del
compuesto particular, en forma de sal de adicién de acido o base, como principio activo, en mezcla intima con al
menos un portador farmacéuticamente aceptable, portador que puede tomar una amplia variedad de formas
dependiendo de la forma de preparacién deseada para la administracion. Estas composiciones farmacéuticas estan
deseablemente en forma farmacéutica unitaria adecuada, preferiblemente, para administracion oral, administracién
rectal, administracidn percutanea, inyeccion parenteral o administracion tépica.

Por ejemplo, al preparar las composiciones en forma farmacéutica oral, puede emplearse cualquiera de los
portadores farmacéuticos liquidos habituales, tales como por ejemplo agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares
en el caso de preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires y disoluciones; portadores
farmacéuticos sdlidos tales como almidones, azlcares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y
similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos. Debido a su facil administraciéon, comprimidos y
cépsulas representan la forma unitaria de dosificacién oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean obviamente
portadores farmacéuticos solidos. Para composiciones de inyeccidon parenteral, el portador farmacéutico
comprendera principalmente agua estéril, aunque pueden incluirse otros componentes con el fin de mejorar la
solubilidad del principio activo. Pueden prepararse disoluciones inyectables por ejemplo usando un portador
farmacéutico que comprende una solucion salina, una disolucion de glucosa o una mezcla de ambas. Pueden
prepararse también suspensiones inyectables usando agentes de suspension, portadores liquidos apropiados y
similares. En composiciones adecuadas para administracion percutanea, el portador farmacéutico puede
comprender opcionalmente un agente potenciador de la penetracién y/o un agente humectante adecuado,
opcionalmente combinado con proporciones menores de aditivos adecuados que no provocan un efecto perjudicial
significativo en la piel. Dichos aditivos pueden seleccionarse con el fin de facilitar la administracién del principio
activo a la piel y/o ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones topicas pueden
administrarse de diversos modos, por ejemplo, como parche transdérmico, pipeta para la aplicaciéon en la piel o
ungliento. Las sales de adicion de los compuestos de formula (I), debido a su solubilidad en agua aumentada con
respecto a la forma de base correspondiente, son obviamente mas adecuadas en la preparacion de composiciones
acuosas.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas de la invencion en forma unitaria de
dosificacién para facilidad de administraciéon y uniformidad de dosificacion. “Forma unitaria de dosificacion” tal como
se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones
unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido. Ejemplos de tales formas unitarias de
dosificacion son comprimidos (incluyendo comprimidos recubiertos o ranurados), capsulas, pildoras, paquetes de
polvo, obleas, suspensiones o disoluciones inyectables, cucharillas, cucharadas y similares, y multiples segregados
de los mismos.

Para administracion oral, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden tomar la forma de
formas de dosis sélidas, por ejemplo, comprimidos (formas tanto tragables como masticables), capsulas o capsulas
de gelatina, preparados por medios convencionales con excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables
tales como agentes de wunion (por ejemplo almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa y similares), cargas (por ejemplo lactosa, celulosa microcristalina, fosfato de calcio y
similares), lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice y similares), agentes disgregantes (por
ejemplo, almidén de patata, glicolato sédico de almiddn y similares), agentes humectantes (por ejemplo laurilsulfato
de sodio) y similares. Tales comprimidos pueden recubrirse también mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tomar la forma de por ejemplo disoluciones, jarabes o
suspensiones, 0 pueden formularse como un producto seco para su mezcla con agua y/u otro portador liquido
adecuado antes de su uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales,
opcionalmente con otros aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspensién (por ejemplo
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jarabe de sorbitol, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa o grasas comestibles hidrogenadas), agentes
emulsionantes (por ejemplo lecitina o goma arabiga), portadores no acuosos (por ejemplo aceite de almendras,
ésteres oleosos o alcohol etilico), edulcorantes, aromatizantes, agentes de enmascaramiento y conservantes (por
ejemplo p-hidroxibenzoatos de propilo o metilo o acido sérbico).

Edulcorantes farmacéuticamente aceptables Utiles en las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden
preferiblemente al menos un edulcorante intenso tal como aspartamo, acesulfamo de potasio, ciclamato de sodio,
alitamo, un edulcorante de dihidrochalcona, monelina, esteviosido, sucralosa (4,1’,6'-tricloro-4,1’,6'-
tridesoxigalactosacarosa) o, preferiblemente, sacarina, sacarina de sodio o calcio, y opcionalmente al menos un
edulcorante a granel tal como sorbitol, manitol, fructosa, sacarosa, maltosa, isomalt, glucosa, jarabe de glucosa
hidrogenado, xilitol, caramelo o miel. Se usan convenientemente edulcorantes intensos en bajas concentraciones.
Por ejemplo, en el caso de sacarina de sodio, dicha concentracién puede oscilar entre aproximadamente el 0,04% y
el 0,1% (peso/volumen) de la formulacién final. El edulcorante a granel puede usarse eficazmente en mayores
concentraciones que oscilan entre aproximadamente el 10% y aproximadamente el 35%, preferiblemente entre
aproximadamente el 10% y el 15% (peso/volumen).

Los aromas farmacéuticamente aceptables que pueden enmascarar componentes de sabor amargo en las
formulaciones de baja dosificacion son preferiblemente aromas de fruta tales como aroma de cereza, frambuesa,
grosella negra o fresa. Una combinacion de dos aromas puede producir muy buenos resultados. En las
formulaciones de alta dosificacién, pueden requerirse aromas farmacéuticamente aceptables més fuertes tales como
caramelo, chocolate, menta fresca, fantasia y similares. Cada aroma puede estar presente en la composicion final
en una concentracion que oscila entre aproximadamente el 0,05% y el 1% (peso/volumen). Se usan ventajosamente
combinaciones de dichos aromas fuertes. Preferiblemente, se usa un aroma que no experimenta ningiin cambio o
pérdida de sabor y/o color en las circunstancias de la formulacion.

Los compuestos de férmula (I) pueden formularse para administracion parenteral mediante inyeccion,
convenientemente inyeccion intravenosa, intramuscular o subcutdnea, por ejemplo mediante inyeccioén en bolo o
infusién intravenosa continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma farmacéutica unitaria,
por ejemplo en ampollas o envases de mdltiples dosis, que incluyen un conservante afiadido. Pueden tomar formas
tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos y pueden contener agentes de
formulacion tales como agentes de isotonizacion, de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente,
el principio activo puede estar presente en forma de polvo para mezclar con un vehiculo adecuado, por ejemplo
agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso.

Los compuestos de formula (I) pueden formularse también en composiciones rectales tales como supositorios o
enemas de retencién, que contienen por ejemplo bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao
y/u otros glicéridos.

Los compuestos de férmula (I) pueden formularse también en composiciones oftalmicas para aplicacién topica al ojo,
tales como una disolucién acuosa no irritante isoténica.

Los expertos en el tratamiento de enfermedades vinculadas a la mediacion del receptor TRPAL1 determinaran
facilmente la cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (I) a partir de los resultados de prueba
presentados a continuacion en el presente documento. En general, se contempla que una dosis terapéuticamente
eficaz serd de desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal, mas
preferiblemente desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal del
paciente que va a tratarse. Puede ser apropiado administrar la dosis terapéuticamente eficaz en forma de dos 0 mas
subdosis a intervalos apropiados a lo largo de todo el dia. Dichas subdosis pueden formularse como formas
farmacéuticas unitarias, conteniendo cada una por ejemplo desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente
1000 mg, mas particularmente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 500 mg, del principio activo por
forma farmacéutica unitaria.

Tal como se usa en el presente documento, una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un compuesto es la cantidad
de un compuesto que, cuando se administra a un individuo o animal, da como resultado un nivel suficientemente alto
de ese compuesto en el individuo o animal como para provocar un aumento o una disminucion discernible en la
estimulacion de receptores TRPAL.

La frecuencia y dosificacion exactas de la administracién dependen del compuesto particular de férmula (I) usado, el
estado particular que esta tratandose, la gravedad del estado que esté tratandose, la edad, el peso y el estado fisico
general del paciente particular asi como la otra medicacion que el paciente pueda estar tomando, tal como conocen
bien los expertos en la técnica. Ademas, dicha “cantidad terapéuticamente eficaz” puede disminuirse 0 aumentarse
dependiendo de la respuesta del paciente tratado y/o dependiendo de la evaluacién del médico que prescribe los
compuestos de la presente invencion. Los intervalos de cantidad diaria eficaz mencionados anteriormente en el
presente documento son por tanto sélo pautas.
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Parte experimental

“‘DIPE” se define como diisopropil éter, “DMF” se define como N,N-dimetilformamida, “DMSO” se define como
dimetilsulféxido, “DCM” o “CH.Cl,” se define como diclorometano y “THF” se define como tetrahidrofurano. El
término ‘CH3CN’ significa acetonitrilo, ‘KoCO3’ significa carbonato de potasio, ‘CH3zOH’ significa metanol, ‘MgSO4’
significa sulfato de magnesio, ‘NaH’ significa hidruro de sodio, ‘EtOH’ significa etanol, ‘TFA’ significa acido
trifluoroacético, ‘EtOAC’ significa acetato de etilo.

Métodos de purificacion mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion:

- Método de purificaciéon A

Se purificé el producto mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C18 BDS (Base Deactivated Silica, silice desactivada para bases) 8 um, 250 g, D.l. 5 cm). Se aplic6 un gradiente
con tres fases méviles (fase A: una disolucion de NH4sHCO3 al 0,25% en agua; fase B: CH3OH; fase C: CH3CN). Se
recogieron las fracciones deseadas y se sometieron a tratamiento final.

- Método de purificacion B

Se purificé el producto mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C18 BDS (silice desactivada para bases) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se aplicé un gradiente con tres fases moviles (fase
A: el 90% de una disolucién de NH4sOAc al 0,5% en agua + el 10% de CHsCN; fase B: CH3OH; fase C: CH3CN). Se
recogieron las fracciones deseadas y se sometieron a tratamiento final.

A. Sintesis de los productos intermedios

Ejemplo A.1

Preparacion del producto intermedio (1)

Se calenté una mezcla de urea (8 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7 mmol), 3-metoxibenzaldehido (4 mmol) y HCI
acuoso concentrado (20 gotas) en acetonitrilo (30 ml) en un horno microondas a 110°C durante 20 minutos. Se
separé mediante filtracion el producto y se sec6 durante la noche a vacio. Se suspendié el producto en acetonitrilo y
se sometid a reflujo durante 1 hora. Se separé mediante filtracion el producto sélido y se sec6 a vacio durante la
noche, produciendo el producto intermedio (1) usado en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo A.2

2 >—o
Preparacién del producto intermedio (2) L\——o
H \

Se agité una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (10 mmol), 3-metoxi-1-bromopropano (12 mmol) y K.CO3 (10 mmol)
en metanol (3 ml) y se calenté en un horno microondas a 100°C durante 15 minutos. Se calentd la mezcla obtenida
otros 25 minutos a 110°C. Se eliminé el disolvente bajo una corriente de nitrdgeno y se extrajo el residuo sélido con
hexano (3 x 50 ml). Se concentro la fase organica, produciendo 1,44 g del producto intermedio (2).

Ejemplo A.3
()
Preparacion del producto intermedio (3) H N s S
(0]

Se hizo reaccionar una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (2,88 g), 1-bromobutano (3 g) y K.CO3 (2,8 g) en metanol
(6 ml) en un horno microondas durante 30 minutos a 110°C. Se evaporé a vacio el disolvente. Se trato el precipitado
sélido resultante con heptano (50 ml) y se separ6 el sobrenadante mediante decantacion (3 veces), produciendo el
producto intermedio (3) usado como tal en la siguiente etapa sin analisis adicional.
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Ejemplo A.4

O AP
Preparacioén del producto intermedio (4) ?/ \©\F
0% ™n

Se agitd una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (21,5 mmol), 1-(3-bromopropoxi)-4-fluorobenceno (21,5 mmol) y
K2CO3 (23 mmol) en metanol (7 ml) y se calent6 en el microondas a 100°C durante 60 minutos. Se concentraron las
aguas madres a presién reducida y entonces se separaron entre agua y DCM. Se sec6 la fase organica (MgSO.), se
concentré y se purificé el residuo en columna de gel de silice (eluyente CH,Cl,/CH3;OH de 100/0 a 99/1). Se
recogieron las fracciones de producto y se evaporé el disolvente, produciendo 2,65 g del producto intermedio (4).

Ejemplo A.5

O™
OH

Preparacioén del producto intermedio (5)

O H

Se agité una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (25 mmol), l-acetato de 4-bromo-1-butanol (30 mmol) y K>.COs3
(30 mmol) en metanol (8 ml) y se calent6 en el microondas a 100°C durante 60 minutos. Se concentraron las aguas
madres a presion reducida y entonces se separaron entre agua y DCM. Se sec6 la fase organica (MgSO.), se
concentrd y se purifico el residuo en columna de gel de silice (eluyente CH,Cl,/CH3OH de 100/0 a 97/3). Se recogio
la fraccion de producto deseada y se evapord el disolvente, produciendo 1,65 g del producto intermedio (5).

Ejemplo A.6

a) Preparacion del producto intermedio (6)

Se calenté una mezcla de inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol), 3-metoxibenzaldehido (5 mmol), tiourea (5 mmol) y HCI
concentrado (15 gotas) en acetonitrilo (20 ml) en un microondas a 110°C durante 30 minutos. Se separdé mediante
filtracion la mezcla de reaccion caliente. Se agito el residuo de filtro sélido en acetonitrilo en ebullicion, entonces se
separé mediante filtracion y se sec6 a vacio a 50°C. Se repiti6 la reaccion 5 veces, produciendo 3,3 g del producto
intermedio (6).

b) Preparacion del producto intermedio (7)

Se agitdé una disolucién del producto intermedio (6) (1,551 mmol) en DMF (5 ml) bajo una atmdsfera de nitrégeno,
entonces se afiadié NaH (1,6 mmol) y se agit6 la mezcla de reaccion resultante a 50°C durante 30 minutos, entonces
se enfrié. Se afiadié 1-(bromometil)-4-metoxibenceno (1,6 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante una hora. Se evaporo6 el disolvente. Se repartié el residuo entre CH,Cl> y H,O. Se separ6 la fase
organica, se sec6 (MgSQO.), se filtré y se evaporé el disolvente. Se purificé el residuo mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (eluyente: CH,CIlo/CH30OH a 99/1). Se recogieron las fracciones de producto y se evaporé
el disolvente. Se seco el residuo a vacio a 50°C, produciendo 170 mg del producto intermedio (7).

12
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c¢) Preparacion del producto intermedio (8)

y el producto intermedio (9)

Reaccion bajo atmosfera de nitrogeno. Se agité una mezcla de producto intermedio (7) (4,52 mmol), yodometano
(5 mmol) y KoCOz (10 mmol) en DMF (25 ml) a 80°C durante una hora. Se enfri6 la mezcla y se evaporé el
disolvente. Se repartio el residuo entre DCM y agua. Se separo la fase organica, se seco (MgSO,), se filtrd y se
evaporé el disolvente. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente:
CHCl,). Se recogieron dos fracciones de producto y se evaporé su disolvente, produciendo 1 g del producto
intermedio (8) y 0,1 g del producto intermedio (9).

B. Preparacién de los compuestos

Ejemplo B.1

Preparacion del compuesto (1)

Se agitd una mezcla de 3-metoxibenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (10 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se filtré la mezcla de reaccién y se lavo el precipitado
con acetonitrilo y se secé a vacio, produciendo 0,62 g del compuesto (1).

Ejemplo B.2

Preparacion del compuesto (2)

y el compuesto (3)

S
NH
A,

|
N
H

Se sometié el compuesto (1) (1,5 g) a una separacion de enantiomeros mediante cromatografia de fluidos
supercriticos (CFS, columna: Diacel AS-H 20x250 mm, fase mévil: 40% de MeOH/60% de CO, + isopropilamina al
0,2%, isocratica a 40°C y 100 bar). Se recogieron dos grupos de fracciones de producto y se evaporo su disolvente,
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produciendo el compuesto (2) y el compuesto (3).

Ejemplo B.3

Preparacién del compuesto (4)

Se afiadieron el producto intermedio (1) (0,8 mmol), (bromometil)benceno (1 mmol) y KoCO3 (1 mmol) a acetonitrilo
(40 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién durante la noche a temperatura ambiente y se lavé entonces dos veces con
agua. Se purificé en primer lugar la mezcla de productos mediante cromatografia en columna ultrarrdpida sobre gel
de silice (eluyente: CH,CIl,/CH3;OH 90/10) y se purificé entonces adicionalmente mediante HPCL, método A. Se
recogieron las fracciones de producto deseadas y se evapor0 el disolvente. Se afadi6 metanol al residuo y se
evaporé la mezcla. Se sec6 a vacio el residuo sélido, produciendo el compuesto (4).

Ejemplo B.4

Preparacion del compuesto (5)

Se agitdé una mezcla de 3,5-dimetoxibenzaldehido (6,5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (9,7 mmol) y tiourea (6,5 mmol)
en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se filtré la mezcla de reaccién y se lavo el precipitado
rojo con acetonitrilo y se secd a vacio. Se triturd esta fraccidn en metanol y algo de 2-propanona, se separo
mediante filtracidn y se secd, produciendo 0,6 g del compuesto (5).

Ejemplo B.5

Preparacion del compuesto (6)

Se agitd una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se calentd la mezcla de reaccién 22 minutos
adicionales a 110°C en el horno microondas. Se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente y se afiadié
lentamente DIPE (+ 5 ml) gota a gota. Se continué agitando a temperatura ambiente y tras 10 minutos se habia
formado un precipitado rojo. Se separ6 éste mediante filtracion, se lavd con una mezcla de CH3CN/DIPE (3/1),
seguido por DIPE, entonces se secO a vacio. Se recristalizé la fraccion obtenida en CH3OH/CH3CN, se separ6
mediante filtracion y se secd, produciendo 0,122 g del compuesto (6).

Ejemplo B.6

O~

Preparacién del compuesto (7)

Se agitaron el producto intermedio (2) (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en acetonitrilo
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(20 ml) a temperatura ambiente. Se afadié HCI concentrado (15 gotas) y se calenté la mezcla de reaccion en el
horno microondas a 110°C durante 25 minutos. Se formo un precipitado, que se separé mediante filtracion y se lavo
con acetonitrilo. Se tritur6 una parte (0,5 g) de la fraccion del producto en etanol (20 ml), se separ6 mediante
filtracion y se seco, produciendo 0,47 g del compuesto (7).

Ejemplo B.7

Preparacion del compuesto (8)

Se afiadié HCI concentrado (15 gotas) a una mezcla de 3-fluorobenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona
(7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en acetonitrilo (20 ml). Se calentd la mezcla de reaccion resultante en el horno
microondas a 110°C durante 25 minutos. Se formé un precipitado, que se separé mediante filtracion y se lavé con
acetonitrilo, dando 350 mg del compuesto (8).

Ejemplo B.8

Preparacion del compuesto (9)

Se calentdé una mezcla de inden-1,3(2H)-diona (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) con HCI concentrado (15 gotas) en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agité la
mezcla de reaccion durante la noche a 80°C y entonces se separd mediante filtracion el precipitado caliente, se lavo
con acetonitrilo, entonces se secd. Se triturd esta fraccion durante 2 horas a 80°C en metanol (8 ml), se separ6
mediante filtracidn y se secd, produciendo 0,29 g del compuesto (9).

Ejemplo B.9

Preparacion del compuesto (10)

Se agitdé una mezcla de 2-fluoro-5-metoxibenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol)
en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calenté la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 25 minutos. Se formd6 un precipitado, que se separé mediante
filtracion y se lavé con acetonitrilo. Se triturd esta fraccidn en metanol, se separ6 mediante filtracion y se seco,
produciendo 0,53 g del compuesto (10).

Ejemplo B.10

Preparacion del compuesto (11)

Se agité una mezcla de 3-bromobenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calenté la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 25 minutos. Se agité la mezcla de reaccién a 80°C durante otras
2 horas y entonces se separ6 mediante filtracion en caliente y se lavd con acetonitrilo. Se tritur6 la fracciéon obtenida
en metanol (10 ml) durante 2 horas a 80°C. Se separ6 mediante filtracion el precipitado y se sec6, produciendo
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0,73 g del compuesto (11).

Ejemplo B.11

Preparacion del compuesto (12)

Se agitd una mezcla de 1,3-benzodioxol-4-carboxaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea
(5 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadié HCI concentrado (15 gotas) y se calent6 la
mezcla de reaccion en el horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agit6 entonces la mezcla de reaccion
durante otras 2 horas a 80°C fuera del horno microondas. Se formé un precipitado de color naranja amarillento, que
se separ0 mediante filtracion y se lavé con acetonitrilo. Se traté una parte de esta fraccion de producto a 80°C con
HCl ac. 1 N (4 ml) y metanol (2 ml) durante 1,5 horas. Tras enfriar y filtrar, se triturd la fraccién de producto en
metanol, se separ6 mediante filtracion y se seco, produciendo 0,081 g del compuesto (12).

Ejemplo B.12

Preparacién del compuesto (13)

Se agitdé una mezcla de 3-(2-hidroxietoxi)benzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea
(7,5 mmol) en acetonitrilo (20 ml). Se afiadié HCI concentrado (15 gotas) y se calent6 la mezcla de reaccion en un
horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agito la mezcla de reacciéon durante otras 2 horas a 80°C. Se
form6 un precipitado, que se separé mediante filtracion caliente y se lavo con acetonitrilo. Se trituré esta fraccién en
metanol, entonces se separdé mediante filtracion el precipitado y se secd, produciendo 0,366 g del compuesto (13).

Ejemplo B.13

Preparacion del compuesto (14)

Se agit6 una mezcla de 3-(hidroximetil)benzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agité entonces la mezcla de reaccién otras 2
horas a 80°C fuera del horno microondas. Se formé un precipitado de color naranja amarillento tras agitar a
temperatura ambiente durante otras 24 horas, que se separd mediante filtracion y se lavo con acetonitrilo. Se triturd
esta fraccion de producto en metanol, se separé mediante filtracion y se secé, produciendo 0,200 g del compuesto
(14).

Ejemplo B.14

Preparacion del compuesto (15)
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Se agité una mezcla de 2,5-dimetoxibenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea (7,5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agit6 la mezcla de reaccion durante otras 2 horas
a 80°C. Se form6 un precipitado, que se separé mediante filtracion caliente y se lavo con acetonitrilo. Se tritur6 la
fraccion obtenida en metanol, se separd mediante filtracion y se secd, produciendo 0,380 g del compuesto (15).

Ejemplo B.15

Preparacion del compuesto (16)

Se agitd una mezcla de 2-fluoro-3-metoxibenzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea
(7,5 mmol) en acetonitrilo (20 ml). Se afiadié HCI concentrado (15 gotas) y se calent6 la mezcla de reaccion en un
horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agit6 la mezcla de reaccion durante otras 2 horas a 80°C. Se
formé un precipitado, que se separé mediante filtracién caliente y se lavd con acetonitrilo. Se triturd la fraccion en
metanol, se separé mediante filtracion y se secd, produciendo 0,340 g del compuesto (16).

Ejemplo B.16

Preparacion del compuesto (17)

Se agité una mezcla de producto intermedio (2) (2,3 mmol), inden-1,3(2H)-diona (3,5 mmol) y urea (2,3 mmol) en
acetonitrilo (15 ml) a temperatura ambiente. Se afiadié HCI concentrado (7 gotas) y se calentd la mezcla de reaccién
en un horno microondas a 110°C durante 30 minutos. Se agité entonces la mezcla de reaccion durante la noche a
80°C fuera del horno microondas. Se separé mediante filtracion el precipitado de color amarillo, se lavo con
acetonitrilo y se sec6 a vacio, produciendo 0,180 g del compuesto (17).

Ejemplo B.17

OO\

Preparacion del compuesto (18)

y el compuesto (19)

Se separ6 el compuesto (17) (0,329 mmol) en enantiémeros mediante purificacion por CFS preparativa (columna:
Diacel AS-H 20x250 mm, fase movil: 35% de MeOH/65% de CO, + isopropilamina al 0,2%, isocratica a 40°C y
100 bar). Se recogieron dos grupos de fracciones de producto. Se evaporaron ambas fracciones y se cristalizé cada
residuo en acetonitrilo, se separaron mediante filtracion y se secaron a vacio, produciendo 43 mg del compuesto
(18) y 35 mg del compuesto (19).
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Ejemplo B.18

SRy

Preparacion del compuesto (20)

Se agité una mezcla de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-5-carboxaldehido (2,5 mmol), 1,3-ciclopentanodiona (3,75 mmol)
y tiourea (2,5 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadié6 HCI concentrado (10 gotas) y se
calentd la mezcla de reaccién en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agitd la mezcla de reaccion
durante otras 2 horas a 80°C. Se form6 un precipitado, que se separé mediante filtracion caliente y se lavo con
acetonitrilo. Se trituré esta fraccién en metanol caliente, se separ6é mediante filtracion y se seco, produciendo 0,195 g
del compuesto (20).

Ejemplo B.19

Preparacién del compuesto (21)

Se calenté una mezcla de tiourea (5 mmol), producto intermedio (3) (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (5 mmol) y HCI
(6 gotas) en acetonitrilo (20 ml) durante 25 minutos hasta 110°C en un horno microondas, entonces se agitd y se
calentd durante la noche a 80°C fuera del horno microondas. Se filtr6 la mezcla caliente y se trat6 el sélido con
metanol a reflujo de 80°C durante 2 horas. Se separé mediante filtracion el precipitado obtenido caliente,
produciendo 0,650 g del compuesto (21).

Ejemplo B.20

Preparacion del compuesto (22)

Se agité una mezcla de 3-(2-dietilaminoetoxi)benzaldehido (5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (7,5 mmol) y tiourea
(5 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (15 gotas) y se calent6 la
mezcla de reaccion en un horno microondas a 110°C durante 30 minutos. Se calento la mezcla de reaccion otros 30
minutos a 110°C y entonces se concentrd a vacio. Se purifico el residuo mediante HPCL, método B. Se recogié la
fraccion de producto deseada por separado mediante decantacion. Se disolvié el solido obtenido en metanol y se
concentré de nuevo la disolucion, produciendo 0,075 g del compuesto (22).

Ejemplo B.21

Preparacion del compuesto (23)

Se agité una mezcla de producto intermedio (4) (2,5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (3,75 mmol) y tiourea (2,5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (10 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 25 minutos. Se agité la mezcla de reaccion durante otras 2 horas
a 80°C. Se form6 un precipitado, que se separ6é mediante filtracion caliente y se lavé con acetonitrilo, se separé
mediante filtracion y se secd. Se triturd esta fraccion en metanol caliente, se separé mediante filtracion y se secg,
produciendo 0,423 g del compuesto (23).
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Ejemplo B.22

Preparacion del compuesto (24)

Se agité una mezcla de 3-[3-(dimetilamino)propoxilbenzaldehido (4,8 mmol), 1,3-ciclopentanodiona (7,2 mmol) y
tiourea (4,8 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadié6 HCI concentrado (25 gotas) y se
calentd la mezcla de reaccién en un horno microondas a 110°C durante 30 minutos. Se agité la mezcla de reaccién
durante otras 2 horas a 80°C. Se concentrd la mezcla de reaccién y se purific6 mediante HPCL, método B. Se
concentraron las fracciones que contenian el producto y se tritur6 el residuo en metanol a 80°C, entonces se separd
mediante filtracion y se secd, produciendo 0,050 g del compuesto (24).

Ejemplo B.23

O
OH

Preparacion del compuesto (25)

y el compuesto (26)

Se agitd una mezcla de producto intermedio (5) (2,5 mmol), inden-1,3(2H)-diona (3,75 mmol) y tiourea (2,5 mmol) en
acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente. Se afiadi6 HCI concentrado (10 gotas) y se calentd la mezcla de
reaccion en un horno microondas a 110°C durante 22 minutos. Se agit6 la mezcla de reaccién durante otras 2 horas
a 80°C. Se formd un precipitado, que se separdé mediante filtracion caliente y se lavd con acetonitrilo. Se trituré esta
fraccidbn en metanol caliente y entonces se purificé adicionalmente mediante HPCL, método A. Se recogieron dos
fracciones de producto y se evaporé su disolvente, produciendo 0,135 g del compuesto (25) y 0,020 g del compuesto
(26).

Ejemplo B.24

Preparacion del compuesto (27)

Se agitdé una mezcla de producto intermedio (8) (2,19 mmol) en TFA (15 ml) en un horno microondas a 110°C
durante 10 min., entonces se enfrid la mezcla de reaccion y se evaporoé el disolvente. Se agito el residuo en EtOAc.
Se separd mediante filtracion el precipitado y se agité en acetato de etilo en ebullicidon reciente, entonces se separé
mediante filtracién la fraccion de producto y se sec6 (vacio, 50°C), produciendo 190 mg del compuesto (27).
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Ejemplo B.25

Preparacion del compuesto (28)

Se calent6 una mezcla de producto intermedio (9) (0,219 mmol) en TFA (1,5 ml) en un horno microondas durante 20
minutos a 110°C. Se evaporo6 el disolvente y se disolvié el residuo en acetato de etilo. Se lavo con agua la disolucion
organica, entonces se separ6 la fase organica, se secd (MgSO.), se filtr6 y se evapor6 el disolvente. Se purificé el
residuo mediante HPCL, método B. Se recogieron las fracciones de producto y se evaporo el disolvente. Se sec6 a
vacio el residuo a 50°C, produciendo 7 mg del compuesto (28).

Ejemplo B.26

Preparacion del compuesto (29) O AON

y el compuesto (30)

Se calent6 una mezcla de inden-1,3(2H)-diona (7,527 mmol), 3-(3-metoxipropoxi)benzaldehido (4,994 mmol), tiourea
(0,4992 mmol) y HCI concentrado en acetonitrilo (20 ml) en un microondas a 110°C durante 25 minutos. Se separ6
mediante filtracion el precipitado resultante y se suspendié en EtOH en ebullicién. Se separé mediante filtracién el
precipitado (mientras la mezcla estaba todavia caliente), entonces se sec6 a vacio a 50°C. Se separo la fraccion
obtenida para dar sus enantiomeros mediante purificacion por CFS preparativa (columna: Diacel AS-H 30x250 mm,
fase movil: 40% de MeOH/60% de CO; + isopropilamina al 0,2%, isocratica a 40°C y 100 bar). Se recogieron dos
fracciones de producto y se evapor6 su disolvente. Se cristalizé cada residuo en acetonitrilo, se separaron mediante
filtracion y se secaron a vacio, produciendo el compuesto (29) y el compuesto (30).

Ejemplo B.27

Preparacion del compuesto (31)

Se calentdé una mezcla de inden-1,3(2H)-diona (6 mmol), 4’-trifluorometilbifenil-3-carboxaldehido (3,996 mmol),
tiourea (3,996 mmol) y HCI concentrado en acetonitrilo (20 ml) en un horno microondas durante 30 minutos a 110°C.
Se separd mediante filtracion el sélido resultante y se secé a vacio. Se agitd esta fraccion de producto en metanol en
ebullicién, se separ6é mediante filtracion caliente, entonces se secd a vacio a 50°C, produciendo 340 mg del
compuesto (31).
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Ejemplo B.28

Preparacion del compuesto (32)

Se hizo reaccionar una mezcla de inden-1,3(2H)-diona (5,5 mmol), 5-bromo-3-piridincarboxaldehido (5 mmoal),
tiourea (20 mmol) y cloruro de calcio (0,5 mmol) en DMF (6 ml) en un horno microondas a 130°C durante 80 minutos.
Se enfrié la mezcla de reaccion y entonces se vertié en agua. Se separdé mediante filtracion el precipitado resultante
y se agitd en acetonitrilo en ebullicion. Se separé mediante filtracion de nuevo el precipitado y se sec6 (vacio, 50°C).
Se purificé la fraccién obtenida mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se recogieron las fracciones
de producto y se separd mediante filtracion el precipitado formado, se lavé con agua, entonces se sec a vacio a
50°C. Se agit6 la fraccion de producto en metanol en ebulliciéon, se separé mediante filtracion caliente, entonces se
seco a vacio a 50°C, produciendo 100 mg del compuesto (32).

La tabla 1 enumera los compuestos que se prepararon segun uno de los ejemplos anteriores.

Tabla 1:

Comp. n.°17; ej. B.16
OO\

Comp. n.°18; ej. B.17

©/0\/\/0\
0 X
S
o

H
Comp. n.°19; ej. B.17

Comp.n.5; e.B.4 Comp. n.° 21; ej. B.19
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NT
Comp. n.° 22; ej. B.20

0\/\/0\©\
F

H

Comp. n.° 23; ). B.21

O O NN
(17 XL

S

Comp. n.° 24; ej. B.22

OH

[o}

Comp. n.° 28; ej. B.25

O\/\/O\

Comp. n.°13; ej. B.12

H
Comp. n.° 29; ej. B.26
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@/O\/\/O\
IS
NH
I
e\
H

Comp. n.° 30; ej. B.26

[0}

Comp. n.° 16; ej. B.15 Comp. n.° 32; ej. B.28

HPCL, método A

Se purificé el producto mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C18 BDS (silice desactivada para bases) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se usaron tres fases moviles (fase A: el 90% de
una disolucién de NH4OAc al 0,5% en agua + el 10% de CH3CN; fase B: CH3sOH; fase C: CH3CN). En primer lugar,
se mantuvo el 75% de A y el 25% de B con una velocidad de flujo de 40 ml/min. durante 0,5 minutos. Se aplicé
entonces un gradiente hasta el 50% de B y el 50% de C en 41 minutos con una velocidad de flujo de 80 ml/min. Se
aplicé entonces un gradiente hasta el 100% de C en 20 minutos con una velocidad de flujo de 80 ml/min. y se
mantuvo durante 4 minutos.

HPCL, método B

Se purificé el producto mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C18 BDS (silice desactivada para bases) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se usaron tres fases moviles (fase A: una
disolucion de NH4HCO3 al 0,25% en agua; fase B: CH3;OH; fase C: CH3CN). En primer lugar, se mantuvo el 75% de
Ay el 25% de B con una velocidad de flujo de 40 ml/min. durante 0,5 minutos. Se aplicé entonces un gradiente hasta
el 50% de B y el 50% de C en 41 minutos con una velocidad de flujo de 80 ml/min. Se aplicé entonces un gradiente
hasta el 100% de C en 20 minutos con una velocidad de flujo de 80 ml/min. y se mantuvo durante 4 minutos.

HPCL, método C

Se purifico el producto mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C18 BDS (silice desactivada para bases) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se usaron tres fases moviles (fase A: una
disolucién de NH4HCO3 al 0,25% en agua; fase B: CH3;OH; fase C: CH3CN). En primer lugar, se mantuvo el 75% de
Ay el 25% de B con una velocidad de flujo de 40 ml/min. durante 0,5 minutos. Se aplicé entonces un gradiente hasta
el 100% de B en 41 minutos con una velocidad de flujo de 80 mi/min. Se aplicé entonces un gradiente hasta el 100%
de C en 20 minutos con una velocidad de flujo de 80 ml/min. y se mantuvo durante 4 minutos.

C. Parte analitica

C.1. Procedimiento general 1 de CL-EM

Se realizé la medicién de CL usando un sistema Acquity UPCL (Waters) que comprende una bomba binaria, un
organizador de muestras, un calentador de columna (ajustado a 55°C), un detector de matriz de diodos (DAD) y una
columna tal como se especifica en los métodos respectivos a continuacién. Se dividié el flujo desde la columna hasta
un espectrémetro EM. Se configuré el detector de EM con una fuente de ionizacion por electrospray. Se adquirieron
los espectros de masas explorando desde 100 hasta 1000 en 0,18 segundos usando un tiempo de permanencia de
0,02 segundos. El voltaje de la aguja capilar era de 3,5 kV y la temperatura de la fuente se mantuvo a 140°C. Se us6
nitrégeno como gas nebulizador. Se realizé la adquisicion de datos con un sistema de datos Waters-Micromass
MassLynx-Openlynx.
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Se llevé a cabo UPCL de fase inversa (cromatografia de liquidos de ultrarresolucién) en una columna C18 hibrida de
etilsiloxano/silice (BEH) con puente (1,7 um, 2,1 x 50 mm; Waters Acquity) con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min.
Se usaron dos fases méviles (fase movil A: acido férmico al 0,1% en H,O/metanol 95/5; fase moévil B: metanol) para
establecer una condicion de gradiente de desde el 95% de A y el 5% de B hasta el 5% de A y el 95% de B en 1,3
minutos y se mantuvo durante 0,2 minutos. Se usé un volumen de inyeccion de 0,5 ul. El voltaje de cono era de 10 V
para el modo de ionizacion positiva y de 20 V para el modo de ionizacién negativa.

Tabla 2: Datos de CLEM — Tiempo de retencién (R en minutos), pico de (MH)+ (de la base libre)

Comp. n.°. Rt MH+
8 1,14 311
9 1,11 353
11 1,23 371
21 1,33 365

C.3 Puntos de fusién

Se determinaron los puntos de fusion (p.f.) para varios compuestos con un instrumento DSC823e (Mettler-Toledo).
Se midieron los puntos de fusidn con un gradiente de temperatura de 30°C/minuto. Los valores notificados son
valores pico. La temperatura maxima era de 400°C. Los valores se obtienen con incertidumbres experimentales que
estan comunmente asociadas con este método analitico.

Tabla 3: Punto de fusiéon

Comp. n.° p.f. Comp. n.° p.f.

1 295,22°C 18 206,47°C
2 252,73°C 19 207,44°C
3 253,60°C 20 269,04°C
4 188,65°C 22 243,58°C
5 287,08°C 23 245,01°C
6 288,04°C 24 237,90°C
7 235,68°C 25 224,49°C
10 289,27°C 26 199,50°C
12 289,34°C 27 286,94°C
13 261,08°C 29 172,85°C
14 265,63°C 30 171,86°C
15 295,33°C 31 149,46°C
16 287,05°C 32 294,61°C
17 251,12°C

C.4 Rotacién 6ptica

Se midi6 la rotacion 6ptica usando un polarimetro Perkin Elmer 341. [o]o % indica la rotacion 6ptica medida con luz a
la longitud de onda de la linea D del sodio (589 nm) a una temperatura de 20°C*. La longitud de trayectoria de la
célula es de 10 cm. A continuacion del valor real, se mencionan la concentracién y el disolvente de la disolucion que
se uso para medir la rotacion optica.

Tabla 4: Rotacién éptica

Comp. n.° Rotacién oOptica especifica [oc]D20
2 +605,19° (589 nm, ¢ 0,2158% p/v, DMF, 20°C)
3 -623,67° (589 nm, ¢ 0,2264% p/v, DMF, 20°C)
18 +349,06° (589 nm, ¢ 0,1166% p/v, MeOH, 20°C)
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19 -363,73° (589 nm, ¢ 0,0932% p/v, MeOH, 20°C)
29 +588,75° (578 nm, ¢ 0,1938% plv, DMF, 20°C)
30 -581,71 ° (578 nm, ¢ 0,2876% p/v, DMF, 20°C).

D. Ejemplos farmacolégicos

Célula y cultivo

Se clond el gen de TRPA1 humano en el vector inducible pT-REx-Dest30 y después de eso se transfectdé de manera
estable en células T-Rex™-293 (adquiridas de Invitrogen, Merelbeke, Bélgic 2 Se us6 este sistema de expresion de
TRPALh inducible por tetraciclina con el fin de impedir la sobrecarga de Ca“" en las células cultivadas debido a la
expresion sostenida de TRPAL. Se mantuvieron células TRPALh/TREx-HEK293 (denominadas células TRPAlh en
el texto siguiente) en condiciones de cultivo celular estériles convencionales. El medio de cultivo para las células
TRPAlh-HEK era DMEM (Gibco BRL, Invitrogen, Merelbeke, Bélgica) complementado con geneticina 0,5 g/I
(Gibco), blasticidina 5 mg/l (Invitrogen), L-glutamina 14,6 g/l (200 mM; Gibco), penicilina/estreptomicina 5 g/l (5. 10°
Ul/l, Gibco), acido piravico 5,5 g/l (Gibco) y suero de ternero fetal al 10% (Hyclone, Logan UT, EE.UU.).

Fluorometria de Ca®*

La unién de un agonlsta al canal ibnico TRPAL activa y abre el canal i6nico, lo que provoca un gran aumento en la
concentracion de Ca** mtracelular Para detectar y medir la concentracién de Ca“ intracelular, se cargaron las
células con un tinte sen5|ble a Ca”". Los cambios en la fluorescencia en la célula, que corresponden a cambios en la
concentracion de Ca®* en la celula pueden monitorizarse cinéticamente con el instrumento FDSS (Hamamatsu) y
son indicativos de agonismo hacia el canal iébnico TRPAL y esto puede reducirse mediante antagonistas del receptor
TRPAL.

Para las mediciones fluorométricas de Ca?, se resuspendieron células TRPA1h-HEK en medio de siembra HBSS:
HBSS (con CaCl, y MgCly; GIbCO) complementado con L-glutamina 14,6 g/l (200 mM; Gibco),
penicilina/estreptomicina 5 g/l (5. 10 Ui, Gibco), acido pirtvico 5,5 g/l (Gibco), HEPES 5 mM (Gibco), 5 ml de
insulina-transferrina-selenio-x (Gibco) y suero de ternero fetal al 10% (inactivado por calor durante 30 minutos a
56°C; Hyclone, Logan UT, EE.UU.). Se sembraron las células en placas de polipropileno de fondo redondo de 384
pocillos recubiertas con poli-D-lisina (Costar Coming, Data Packaging, Cambridge MA, EE.UU.) a 12000
células/pocillo. Se afiadié tetraciclina 50 ng/ml para inducir la expresién de TRPA1h 24 h antes del experimento.

Se cargaron las células con Fluo4-AM 5 mg/l (Molecular Probes, Invitrogen, Merelbeke, Bélgica) disuelto en medio
de siembra HBSS complementado con Probenecid 0,7 g/l (Sigma) y se incubaron durante 1 h a 37°C y
posteriormente a 20°C durante de 1 a 2 h. Se midi6 la fluorescencia en el lector de placas basado en obtencion de
imagenes FDSS 6000 (Hamamutsu Photonics K.K., Hamamutsu City, Japén). La longitud de onda de excitacién era
de 488 nm y la longitud de onda de emision de 540 nm. Tras un periodo de control de 12 segundos, se afiadieron los
compuestos de JNJ y se midi6 la sefial de ca’ enel plazo de 14 minutos tras la aplicacion. Finalmente, se afiadio el
agonista de TRPAL control éster metilico del &cido 11H-dibenzo[b,e]azepin-10-carboxilico [cuya sintesis se describe
a continuacion en el presente documento como compuesto (D-6)] o BITC (isotiocianato de bencilo, FLUKA) a una
concentracion final de 25 nM. Este protocolo permitié estudiar el agonismo (en la ventana de tiempo en la que se
afadieron compuestos agonistas de TRPA1) y el antagonismo (comprobando si la aplicacion previa de los
compuestos reducia el efecto agonista del agonista control). Se calcul6 la razén de emisién dividiendo la sefial de
emision (Emsao) entre la primera sefial Emsgo del periodo de control para compensar la fluorescencia de fondo. En
cada placa de 384 pocillos, se realizaron 4 series de experimentos control con DMSO de los cuales 2 con 'y 2 sm
agonista control éster metilico del acido 11H-dibenzo[b,e]azepin-10-carboxilico o BITC. Para mediciones del ca*
intracelular, se diluyeron adicionalmente disoluciones madre de compuestos (10 o 100 mM) en DMSO con el fin de
obtener finalmente DMSO al 1% en la disolucién extracelular.

Se encontré que los valores de antagonismo de los compuestos descritos determinados con éster metilico del acido
11H-dibenzol[b,e]-azepin-10-carboxilico o BITC concordaban bien unos con otros. Se enumeran en la tabla 5 valores
de CI50 medidos usando éster metilico del acido 11H-dibenzo[b,e]azepin-10-carboxilico como agonista de TRPAL.

Tabla 5: Valores de CI50 para el antagonismo de TRPA1

Comp. n.° CI50, TRPA1lh Comp. n.° CI50, TRPAlh
1 ~128 nM 17 ~1688 nM
2 ~76 nM 18 1318 nM
3 >10 uM 19 >10 uM
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4 ~6026 NM 20 1462 nM
5 ~2775 nM 21 314 nM
6 ~636 NM 22 1202 nM
7 47 nM 23 4860 nM
8 ~1063 nM 24 >10 uM
9 >10 uM 25 ~685 NM
10 ~365 nM 26 557 nM
11 495 nM 27 >10 uM
12 ~4406 nM 28 ~85 nM
13 213 nM 29 ~13 nM
14 ~708 nM 30 >10 uM
15 >10 uM 31 >10 uM
16 ~287 nM 32 1669 nM

Sintesis del agonista de TRPAL éster metilico del acido 11H-dibenzo[b,e]azepin-10-carboxilico (compuesto (D-6) —
ejemplo de referencia)

H
a) Preparacion del compuesto (D-1) C(N)/Q\Br

Se agité una mezcla de 2-aminobencenometanol (0,073 mol) y 3-bromo-benzaldehido (0,073 mol) en 2-propanol
(100 ml) durante 3 horas a temperatura ambiente. Se evapord el disolvente. Se cristaliz6 parte (3 g) del residuo
(20,5 g) en hexano. Se separé mediante filtracién el precipitado y se sec6, produciendo 1,37 g del compuesto (D-1).

b) Preparacion del compuesto (D-2) N
. OH

Reaccion bajo atmoésfera de nitrégeno. Se afiadié lentamente borohidruro de sodio (0,1172 mol) a una mezcla de
compuesto (D-1) (0,0586 mol) en etanol (200 ml). Se agitd la mezcla de reacciéon y se sometid a reflujo durante 1
hora. Se enfrié la mezcla sobre un bafio de hielo-agua, se extinguié con NH4Cl al 20% y se extrajo con CH,Cl,. Se
seco la fase orgénica, se filtrd y se evaporo el disolvente, produciendo 14,8 g del compuesto (D-2).

¢) Preparacion del compuesto (D-3)

y el compuesto (D-4)

Se afiadié una disolucion del compuesto (D-2) (0,180 mol) en CH,Cl» (50 ml) a lo largo de un periodo de una hora a
una disolucién enfriada (+ de -10 a -20°C) de H,SO4 concentrado (500 ml). Se retiré entonces el bafio de hielo y se
agito la mezcla durante una hora a temperatura ambiente. Se afiadié la mezcla de reaccién a hielo-agua, se enfrid
sobre hielo y se alcalinizé con una disolucion de NaOH acuosa al 50%. Se extrajo la mezcla resultante (+ 3 1) con
CHCl,. Se separ6 la fase orgéanica, se secd sobre MgSOys, se filtré y se concentr6 a vacio el filtrado. Se purifico una
parte (8 g) de este residuo mediante cromatografia de fluidos supercriticos (CFS, columna: Diacel AD-H 30 x
250 mm, fase movil: 55% de MeOH/45% de CO, + isopropilamina al 0,2%, 40°C, 100 bar) dando 2 g del compuesto
(D-4) (isbmero de 7-bromo) y 4,65 g del compuesto (D-3) (isémero de 9-bromo).
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d) Preparacion del compuesto (D-5)

Se coloc6 una mezcla de compuesto (D-4) (0,008 mol), acetato de potasio (4 g), Pd(OAc). (0,04 g) y 1,1-(1,3-
propanodiil)bis[1,1-difenil-fosfina (0,16 g) en metanol (100 ml) y THF (100 ml) en un reactor de presién y se presurizd
con gas CO hasta 50 kg/cmz. Se calenté la mezcla de reacciéon a 125°C durante 16 horas, entonces se enfrig, se
filtr6 sobre Dicalite y se evaporo6 el disolvente. Se repartio el residuo entre CH>Cl, y agua. Se sec6 la fase organica
sobre MgSOQO., se filtrd, entonces se concentr6 el filtrado. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (eluyente: CH.Cl,). Se recogieron las fracciones deseadas y se evapord el disolvente,
produciendo 1,86 g del compuesto (D-5).

e) Preparacion del compuesto (D-6)

Se agité una mezcla de compuesto (D-5) (0,00735 mol) y 6xido de manganeso (0,0367 mol) en tolueno (20 ml) a
90°C durante 4 horas. Se filtr6 la mezcla de reaccion sobre un lecho de gel de silice (eluyente: tolueno, luego
CHCly). Se concentro la fase de CH,Cl, (amarilla). Se purific6 el residuo mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice (eluyente: heptano/EtOAc de 100/0 a 70/30). Se recogieron las fracciones de producto y se evaporo el
disolvente. Se triturd el residuo en DIPE, se separ6 mediante filtracion y se secd, produciendo 1,35 g del éster
metilico del &cido 11H-dibenzo[b,e]azepin-10-carboxilico como compuesto (D-6).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (1)

(),

incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica del mismo, en la que:

A' y A? son ambos CR® o0 uno de A' o A? es N y el otro es CR® en el que cada R’ se selecciona
independientemente de hidrogeno, halo, alquilo C1.6, alquiloxilo C1.6, polihaloalquilo C1- 0 polihaloalquiloxilo Ci.;

B*, B B®y B* son todos CH o uno de B*, B?, B®y B* es N y los otros son CH;

XesOo0S;

R! es halo, hidroxilo, ciano, amino, alquilo Ci.6, hidroxialquilo Ci.s, alquiloxilo Ci.s, polihaloalquiloxilo Ci.s, arilo,
ariloxilo u OR® en el que R® es alquilo Cy. sustituido con hidroxilo, alquiloxilo Cy.4, arilo, ariloxilo, alquilcarbonilo Cy.4,
alquilcarboniloxilo C14 0 NR'R® en el que R’ y R® se seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno o
alquilo Cy.4;

R%es hidrégeno, fltor, alquilo Ci.4 0 alquiloxilo Ci.4;

y R' y R’ pueden tomarse juntos para formar un radical -O-CH»-O- u -O-CH,-CH»-O;

R®es hidrégeno, alquilo C1.4 0 arilalquilo Ci.2;

R'es hidrégeno, alquilo Ci-4 0 arilalquilo Ci.3;

cada arilo se selecciona, independientemente del otro, de un fenilo sustituido con 1, 2 6 3 sustituyentes
seleccionados cada uno independientemente de hidrégeno, halo, hidroxilo, alquilo Ci.4, polihaloalquilo Ci.4,
alquiloxilo Cy.4, polihaloalquiloxilo Ci.4, ciano, nitro, amino o mono- o di-(alquil C1-4)amino;

siempre que cuando X es O y A' y A? son ambos CR® en el que R® es hidrégeno y R? es hidrégeno o alquiloxilo C1.4
y R®y R son hidrégeno, entonces R* no es halo, alquilo Cy. 0 alquiloxilo Cy.6;

0 una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo o un solvato del mismo o un N-6xido del
mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que B, B, B®y B son todos CH.
3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que X es S.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el A y A? son ambos CR® en el que cada R> se selecciona
independientemente de hidrogeno o halo.

5. Compuesto segun la reivindicaciéon 1, en el que el compuesto tiene la configuracion R en el atomo de carbono
quiral marcado con un *
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6. Composicion farmacéutica que comprende al menos un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente activa de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Proceso para preparar una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 6, en el que una cantidad
terapéuticamente activa de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 se mezcla intimamente con
un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso como medicamento.

9. Proceso para preparar un compuesto de formula (1), que puede prepararse:

a) mediante una reaccion de condensacién entre un producto intermedio de 1,3-dicarbonilo (llI), un aldehido (V) y
(tio)urea (V),

{11y {1V} (V)

o0 b) se convierten, unos en otros, compuestos de formula (I) siguiendo reacciones de transformacién conocidas en la
técnica; o si se desea; se convierte un compuesto de férmula (I) en una sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable, o por el contrario, se convierte una sal de adicion de acido de un compuesto de formula (I) en una forma
de base libre con alcali; y, si se desea, preparando formas estereoquimicamente isoméricas del mismo.
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