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DESCRIPCION
1,2,4-triazoles trisustituidos

La presente invencion se refiere a derivados de 1-alquil-3-anilin-5-aril-triazol sustituidos y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, a procedimientos para prepararlos, a composiciones farmacéuticas que los contienen y a
Su uso en terapia. La invencion se refiere a moduladores alostéricos positivos potentes, selectivos, de receptores de
acetilcolina nicotinicos a7 que tienen la capacidad de aumentar la eficacia de agonistas de receptores nicotinicos.

Técnica anterior antecedente
El documento EP 1044970 describe 3-alquilamino-1,2,4-triazoles como ligandos de receptor neuropeptidico Y.

El articulo de Makara G.M., et al. (Organic Letters (2002) vol. 4 (10); 1751-1754) describe la sintesis en fase sélida
de 3-alquilamino-1,2,4-triazoles y muestra a modo de ejemplo la sintesis infructuosa de N-(4-metoxifenil)-1-metil-5(4-
metilfenil)-1H-1,2,4-triazol-3-amina y no menciona nada acerca de las posibles aplicaciones terapéuticas de este
compuesto, en particular acerca de su uso como modulador alostérico positivo del receptor de acetilcolina nicotinico
ar.

Chen Chen et al., en Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 11 (2001) 3165-3168 describen la sintesis de 1-alquil-
3-amino-5-aril-1H-[1,2,4]triazoles, en particular N-(2-metoxifenil)-1-metil-5-(2,4-diclorofenil)-1H-1,2,4-triazol-3-amina,
y Sus usos como antagonistas de factor liberador de corticotropina 1 (CRF1).

El documento WO-2007/031440 da a conocer compuestos de tiazol sustituido con 2-anilin-4-arilo Gtiles como
moduladores positivos de receptores de acetilcolina nicotinicos.

Antecedentes de lainvencion

Los receptores colinérgicos se unen normalmente al neurotransmisor endogeno acetilcolina (ACh), desencadenando
de ese modo la apertura de canales idnicos. Los receptores de ACh en el sistema nervioso central de mamiferos
pueden dividirse en subtipos muscarinico (MAChR) y nicotinico (hAChR) basandose en las actividades agonistas de
muscarina y nicotina, respectivamente. Los receptores de acetilcolina nicotinicos son canales iénicos regulados por
ligandos que contienen cinco subunidades. Los miembros de la familia génica de subunidades de nAChR se han
dividido en dos grupos basandose en sus secuencias de aminoacidos; un grupo que contiene las denominadas
subunidades B y un segundo grupo que contiene subunidades a. Se ha mostrado que tres tipos de subunidades a,
o7, 08 y a9, forman receptores funcionales cuando se expresan solos y por tanto se supone que forman receptores
pentaméricos homooligoméricos.

Se ha desarrollado un modelo de estado de transicion alostérico del nAChR que implica al menos un estado de
reposo, un estado activado y un estado de canal cerrado “desensibilizado”, un procedimiento mediante el cual los
receptores se vuelven insensibles al agonista. Diferentes ligandos de nAChR pueden estabilizar el estado
conformacional de un receptor al que se unen preferentemente. Por ejemplo, los agonistas ACh y (-)-nicotina
estabilizan respectivamente los estados activo y desensibilizado.

Se han implicado cambios de la actividad de receptores nicotinicos en varias enfermedades. Algunas de estas, por
ejemplo miastenia grave y epilepsia del I6bulo frontal nocturna autosémica dominante (ADNFLE), estan asociadas
con reducciones en la actividad de la transmision nicotinica o bien debido a una disminucién en el nimero de
receptores o bien al aumento de desensibilizacion.

También se ha planteado como hipétesis que reducciones en receptores nicotinicos median los déficits cognitivos
observados en enfermedades tales como enfermedad de Alzheimer y esquizofrenia.

Los efectos de la nicotina del tabaco también estan mediados por receptores nicotinicos y puesto que el efecto de la
nicotina es el de estabilizar los receptores en un estado desensibilizado, un aumento de la actividad de receptores
nicotinicos puede reducir el deseo de fumar.

Se han sugerido compuestos que se unen a los NnAChR para el tratamiento de una gama de trastornos que implican
la reduccion de la funcién colinérgica tales como déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencién o pérdida
de la memoria. Se espera que la modulaciéon de la actividad de receptor nicotinico a7 sea beneficiosa en varias
enfermedades incluyendo enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy, trastorno de hiperactividad
con déficit de atencidn, ansiedad, esquizofrenia, mania, depresion maniaca, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral u otros trastornos neurolégicos, degenerativos o
psiquiatricos en los que hay pérdida de sinapsis colinérgicas, incluyendo desfase horario, tabaquismo, dolor.

Sin embargo, el tratamiento con agonistas de receptores nicotinicos que actian en el mismo sitio que ACh es



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2424023 T3

problematico porque el ACh no sélo activa, sino que también bloquea la actividad de receptores a través de
procesos que incluyen desensibilizacién y bloqueo no competitivo. Ademas, una activacion prolongada parece
inducir una inactivacion de larga duracién. Por tanto, puede esperarse que agonistas de ACh reduzcan la actividad
asi como que la potencien.

En receptores nicotinicos en general, y particularmente en el receptor nicotinico a7, la desensibilizacién limita la
duracion de la accién de un agonista aplicado.

Descripcion de lainvencion

Se ha encontrado sorprendentemente que determinados compuestos novedosos pueden aumentar la eficacia de
agonistas en receptores de acetilcolina nicotinicos. Los compuestos que tienen este tipo de accién se denominan
“moduladores alostéricos positivos” y probablemente son Utiles para el tratamiento de estados asociados con
reducciones en la transmision nicotinica. En un entorno terapéutico tales compuestos pueden restablecer la
comunicacion interneuronal normal sin afectar al perfil temporal de activacion. Ademas, no se espera que
moduladores alostéricos positivos produzcan una inactivacién a largo plazo de receptores tal como puede producirse
tras una aplicacion repetida o prolongada de agonistas.

Los moduladores de nAChR positivos de la presente invencion son Utiles para el tratamiento o la profilaxis de
trastornos psicéticos, enfermedades o trastornos de deficiencia intelectual, o estados o enfermedades inflamatorias
en las que la modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa.

La presente invencion se refiere a derivados de 1-alquil-3-anilin-5-aril-triazol sustituidos que tienen propiedades de
moduladores alostéricos positivos, que aumentan la eficacia de agonistas en el receptor nicotinico a7. La invencion
se refiere ademas a métodos para su preparacion y a composiciones farmacéuticas que los comprenden. La
invencién también se refiere a compuestos segun la férmula (I) para su uso en el tratamiento o la prevencion de
trastornos psicoéticos, enfermedades o trastornos de deficiencia intelectual, estados o enfermedades inflamatorias en
las que la modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa. La invencion también se refiere al uso de estos
derivados para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de trastornos psicoticos,
enfermedades o trastornos de deficiencia intelectual, estados o enfermedades inflamatorias en las que la
modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa.

Los compuestos de la presente invencion difieren estructuralmente de los compuestos de la técnica anterior y
farmacoldgicamente en su actividad como moduladores alostéricos positivos del receptor de acetilcolina nicotinico

a7. La configuracion absoluta en el atomo de carbono quiral tiene un efecto sutil sobre la respuesta electrofisioldgica
del receptor de acetilcolina nicotinico a7.

La presente invencion se refiere a un compuesto segun la formula (1)

HO

N———N

R3

0) R*
o una forma estereoisomérica del mismo, en la que:
R! es metilo, etilamino o metoxietilamino;
R? es hidrégeno o metilo;
R%es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R*es hidrégeno o fluoro;
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R’ es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;
R® es alquilo Cy.3;
o una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una primera realizacién la presente invencion se refiere a un compuesto segun la férmula (I-a)

HO

Re N—N

\>——NH
/j/&r\l
R1——' |
N\/\ Rs

Ry
10 (l-a) Rs Ra
0 una forma estereoisomérica del mismo, en la que:
R!es metilo, etilamino o metoxietilamino;
15
R%es hidrégeno o metilo;
R® es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;
20 R'es hidrégeno o fluoro;
R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;
R®es alquilo C1.3;
25
0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una segunda realizacion la presente invencion se refiere a un compuesto segun la formula (I-a)

HO

Rs N"—N

s | \N>*NH

R1_I_

N \/\ Rs
Ry

30 (l-a) R3 R4

0 una forma estereoisomérica del mismo, en la que:

R! es metilo, etilamino o metoxietilamino;
35
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R? es hidrégeno o metilo;

R%es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R*es hidrégeno o fluoro;

R’ es hidrégeno, fluoro o metoxilo;

R® es alquilo Cy.3;

o una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una tercera realizacién la presente invencion se refiere a un compuesto segun la férmula (I) o una forma
estereoisomérica del mismo, en el que:

R!es 2-metilo, 2-etilamino o 2-metoxietilamino;

R? es hidrégeno o 6-metilo;

R® es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R* es hidrégeno o fluoro;

R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;

R® es alquilo Cy.3;

0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una cuarta realizacion la presente invencion se refiere a un compuesto segun la férmula (I) o una forma
estereoisomérica del mismo, en el que:

R'es 2-metilo, 2-etilamino o 2-metoxietilamino;
R%es hidrogeno o 6-metilo;
R? es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;
R* es hidrégeno o fluoro;
R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;
6 .
R" es metilo;
0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una quinta realizacién, la presente invencion se refiere a un compuesto segun la formula (I) que tiene la
configuraciéon R absoluta.

En una sexta realizacion, la presente invencion se refiere a un compuesto segun la formula (I) que tiene la
configuracion S absoluta.

En una séptima realizacién, la presente invencién se refiere a un compuesto seguin la formula (I) que tiene la
sustitucion R® en la posicion orto del anillo de fenilo.

En una octava realizacion, la presente invencion se refiere a un compuesto segun cualquiera de las realizaciones
anteriores, en el que:

R® es hidrégeno, fluoro o metoxilo.
En una novena realizacién el compuesto de férmula (l) se selecciona del grupo que comprende:
(S)-1-[3-(3,4-difluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

(R)-1-[3-(3-cloro-fenilamino)-5-(2-etilamino-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol- 1-il]-butan-2-ol,
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(S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-metoxi-5-trifluorometil-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

sal de HCI de (S)-1-[3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

sal de HCI de (S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[3-(4-fluoro-3-metil-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol- 1-il]-butan-2-ol,

incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica de los mismos,

y las sales de adicién y los solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una décima realizacion el compuesto de formula (1) se selecciona del grupo que comprende:
(S)-1-[5-(2-metil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

sal de HCI de (S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[3-(3-cloro-2-fluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

sal de HCI de (S)-1-[3-(3-cloro-2-fluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol HCI sal,
incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica de los mismos,

y las sales de adicién y los solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere preferiblemente a (S)-1-[3-(3,4-difluoro-fenilamino)-5-
(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol, o] (R)-1-[3-(3-cloro-fenilamino)-5-(2-etilamino-piridin-4-il)-
[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol.

Los compuestos segun la formula (I) y sus sales de adicion, hidratos y solvatos, contienen uno o mas centros de
quiralidad y existen como formas estereoquimicamente isoméricas.

El término “formas estereoquimicamente isoméricas” tal como se usé anteriormente en el presente documento o a
continuacion en el presente documento, define todas las posibles formas estereocisoméricas que pueden presentar
los compuestos segun la formula (I) y sus sales de adicién. A menos que se mencione o se indique lo contrario, la
denominacién quimica de los compuestos indica la mezcla de todas las posibles formas estereoquimicamente
isoméricas, conteniendo dichas mezclas todos los diastere6meros y enantidmeros de la estructura molecular basica
asi como cada una de las formas isoméricas individuales segun la formula (1) y sus sales, solvatos, sustancialmente
libres, es decir asociados con menos del 10%, preferiblemente menos del 5%, en particular menos del 2% y lo mas
preferiblemente menos del 1% de los otros isémeros. Obviamente se pretende que las formas estereoquimicamente
isoméricas de los compuestos segun la férmula (1) queden abarcadas dentro del alcance de esta invencion.

Para uso terapéutico, sales de los compuestos segin la formula (I) son aquellas en las que el contraiéon es
farmacéuticamente aceptable. Sin embargo, también pueden encontrar uso sales de acidos y bases que no son
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, en la preparacién o purificacion de un compuesto farmacéuticamente
aceptable. Todas las sales, ya sean farmacéuticamente aceptables o no estan incluidas dentro del ambito de la
presente invencion.

Las sales de adicién de acido y base farmacéuticamente aceptables tal como se mencion6 anteriormente en el
presente documento o a continuacion en el presente documento pretenden comprender las formas de sal de adicion
de &cido y base no toxicas terapéuticamente activas que pueden formar los compuestos segun la formula (I). Las
sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables pueden obtenerse convenientemente tratando la forma de
base con tal acido apropiado. Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales como
acidos hidracidos, por ejemplo acido clorhidrico o bromhidrico, &cidos sulfdrico, nitrico, fosférico y similares; o acidos
organicos tales como, por ejemplo, acidos acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxalico (es decir
etanodioico), maldnico, succinico (es decir acido butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico,
metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfonico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico,
pamoico y similares. A la inversa, dichas formas de sales pueden convertirse mediante tratamiento con una base
apropiada en la forma de base libre.
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El término solvatos se refiere a hidratos y alcoholatos que pueden formar los compuestos segun la formula (1) asi
como las sales de los mismos.

Algunos de los compuestos segun la férmula (I) también pueden existir en su forma tautomérica. Aunque tales
formas no se indiquen explicitamente en la férmula anterior, se pretende que se incluyan dentro del alcance de la
presente invencion.

Preparacion de los compuestos

Un compuesto segun la invencién puede prepararse generalmente mediante una sucesion de etapas, cada una de
las cuales conoce el experto. En particular, los compuestos en esta solicitud de patente pueden prepararse segin
uno o mas de los siguientes métodos de preparacion. En los siguientes esquemas, y a menos que se indique lo
contrario, todas las variables se usan tal como se define en la férmula (l). L’ representa un radical de férmula

. = !
C"O C—\ c—

0 Me 0 Cl
y Q representa

. 5
P N R
/R
R3
en el que R®, R* y R® son tal como se definieron anteriormente en el presente documento.

Los compuestos de esta invencion pueden prepararse mediante cualesquiera de varios procedimientos sintéticos
convencionales usados comdnmente por los expertos en la técnica de quimica organica.

Esquema 1

o)
H’ \[\RG
~N N’NHZ H

0 s N N N
P Vi RS N @
L,)LN)\H,Q (V1) R /\OKH\ -
V) :

(Vill)

Productos intermedios cruciales segun la férmula (VIIl), pueden prepararse generalmente segun el esquema 1
transformando un derivado de éster metilico del acido N-acil-carbomimidotioico de férmula general (V) en los 1,2,4-
triazoles de férmula (V1) usando una hidrazina (VI) apropiada en condiciones conocidas en la técnica. Esta
transformacion se lleva a cabo normalmente en un disolvente proético, tal como metanol o un alcohol superior tal
como, por ejemplo, 2-metil-2-propanol (t-BuOH) y requiere una temperatura de entre temperatura ambiente y 150°C.
En una realizacion particular el alcohol superior es alcohol butilico terciario y la temperatura de reaccion esta entre
70°y 120°C, lo mas preferiblemente 100°C. Para las reacciones en las que se usa hidrazina (VI) como sal de HCI, se
prefiere la adicion de una cantidad estequiométrica de una base. Dicha base puede ser una base inorganica, tal
como acetato de potasio o carbonato de potasio, sin embargo, mas preferiblemente, dicha base es una amina
terciaria, tal como diisopropiletilamina o similar (esquema 1). Todas las variables en el esquema 1 son tal como se
definieron anteriormente.

Opcionalmente, el grupo hidroxilo libre en los productos intermedios de formula (VIIl) puede protegerse mediante un
grupo protector (PG) tipico, denominado en el presente documento (VIII-1), tal como, por ejemplo, un grupo acetilo.
Este tipo de reaccion puede llevarse a cabo en presencia de acetato de etilo. Normalmente se afiade un catalizador
tal como, por ejemplo, N,N-dimetil-4-piridinamina (DMAP). La reaccion puede llevarse a cabo a una temperatura
elevada tal como, por ejemplo, a temperatura de reflujo.



10

15

20

25

30

35

ES 2424023 T3

H
N N
RG/\(\N:):!\J/ Q
0o F
PG L'
(VIll-1)
Esquema 2
2)QNH,
o) O S
)k R = )k )J\
- . Q
~
1 L' N N
L Cli H H
n (V)
0 s~
)J\ /k Mel/base
= Q
L N N/
H

V)

El producto intermedio (V) comun en la sintesis de los triazoles trisustituidos de la presente invencion se prepara
normalmente mediante un protocolo que consiste en 3 transformaciones sintéticas (esquema 2), comenzado a partir
de un cloruro de acilo de formula general (II).

En una primera etapa se hace reaccionar un agente acilante, tal como un cloruro de acilo (Il), un anhidrido simétrico
o0 mixto, un fluoruro de acilo o similares; con un tiocianato de catién monovalente (M") (MNCS en el esquema 2), tal
como por ejemplo tiocianato de potasio o tiocianato de amonio para producir el isotiocianato de acilo
correspondiente. Esta reaccion se lleva a cabo habitualmente usando acetona como disolvente y a una temperatura
de entre 0°C y 70°C, preferiblemente a temperatura ambiente.

El producto intermedio isotiocianato de acilo no se aisla sino que se trata en el mismo medio de reaccidon con una
anilina (Ill) apropiada para producir la N-aciltiourea de férmula general (IV). Esta transformacion se lleva a cabo
habitualmente a una temperatura de entre 0°C y 70°C, preferiblemente a temperatura ambiente.

En una etapa final, la S-metilacion de la N-aciltiourea (IV) proporciona el derivado de éster metilico del &cido N-acil-
carbomimidotioico de férmula general (V). Esta transformacion final requiere la presencia de una base,
preferiblemente una base inorganica fuerte, tal como NaH o carbonato de potasio, y se lleva a cabo en un disolvente
aprotico tal como por ejemplo DMF, THF (tetrahidrofurano) o similares, a una temperatura que oscila entre -70°C y
temperatura ambiente, preferiblemente 0°C (esquema 2).

Esquema 3
(0]
o H,N-NH,.Ho0 H R®
Re\/ﬁ_ﬁ > N~ NH,
H
(vin (V1)

Los alcoholes de hidrazina de férmula general VI pueden prepararse a partir de un oxirano monosustituido de
férmula general (VII) calentando en un exceso de hidrato de hidrazina (esquema 3). Preferiblemente la temperatura
de reaccion es de 40 - 70°C y el tiempo de reaccién de 2 horas. Si esta disponible el oxirano (VII) en una forma
Opticamente pura, se obtiene el alcohol de hidrazina (VI) resultante con la pureza e identidad estereoquimica
correspondiente, tal como por ejemplo cuando R® = metilo. En otros ejemplos en la presente invencion, dicho oxirano
(VII) esta disponible como una mezcla racémica, y por tanto se obtienen los productos intermedios y los productos
finales correspondientes como mezclas racémicas. En un caso de ese tipo, los productos finales pueden obtenerse
en forma enantioméricamente pura mediante la separacion de la mezcla racémica usando cromatografia quiral. En
una realizacién particular dicha cromatografia quiral se lleva a cabo con CO, supercritico como fase movil.
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Esquema 4
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El 2-etilamino-pirido-triazol de férmula general (Ic) puede obtenerse mediante tratamiento del precursor de
cloropiridilo (Vllla) correspondiente con etilamina en un disolvente alcohdlico, tal como metanol o 1-butanol o similar,
opcionalmente en presencia de un codisolvente tal como THF o similar, y calentamiento a altas temperaturas,
preferiblemente en un intervalo de entre 140°C y 160°C en un horno de microondas, o a 160°C-180°C en un
autoclave (esquema 4). Dicha transformacion puede efectuarse en condiciones méas suaves (temperatura inferior, tal
como entre 100°C y 130°C) comenzado a partir del compuesto de dicloropiridilo (VIlld) para proporcionar el producto
intermedio de férmula general (VIIIb). El &tomo de cloro que queda en (VIlIb) puede eliminarse cataliticamente, bajo
una atmosfera de hidrogeno y usando Pd/C como catalizador, en presencia de una base inorganica, tal como
acetato de potasio, o una base de amina, tal como trietilamina, o similares (esquema 4). Alternativamente, cuando el
sustituyente Q contiene funcionalidades que no son compatibles con las condiciones de hidrogenacion catalitica, el
compuesto objetivo de férmula general (Ic) puede obtenerse a partir de la cloropiridina de férmula general (VIlib),
mediante tratamiento con un catalizador carbonoide, tal como el catalizador de Pd [1,3-bis[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-
imidazolidiniliden]cloro(n3-2-propenil)-paladio (CAS [478980-01-7]), en presencia de una base fuerte, tal como
metdxido de sodio en un disolvente prético, tal como metanol o 2-propanol o similares. Dicha reaccion puede
llevarse a cabo a una temperatura elevada, tal como 100-120°C en un horno de microondas (esquema 4).

Esquema 5
H
N H 6 'NYN‘Q
R . R N
RS/Y\N ’\N( Q MeMgBr /j)f i
OH "
o Fe(acac); -
\
\N / N %
cl Me
(VIlla) (Ie)

Un pirido-triazol sustituido con monometilo de férmula general (le), puede prepararse mediante el tratamiento del
precursor de 2-cloropiridilo (Vllla) con un reactivo de Grignard MeMgBr en exceso (3-15 equiv.) en presencia de una
cantidad catalitica de acetilacetonato de hierro (Ill) en un disolvente organico o un sistema de disolventes que
consiste en diferentes disolventes tales como, por ejemplo, una mezcla de THF/NMP. Mezclas de THF/NMP (1-metil-
2-pirrolidinona) tipicas consisten en del 75% al 99% de THF y del 1% al 25% de NMP en volumen. Dicha
transformacion puede llevarse a cabo en un intervalo de temperatura de entre 0°C y 50°C, lo mas preferiblemente
entre 0°C y 25°C (esquema 5).
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Esquema 6
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Un pirido-triazol sustituido con dimetilo de férmula general (If), puede prepararse mediante el tratamiento del
precursor de 2,6-dicloro-piridilo (VIIld) con un reactivo de Grignard MeMgBr en exceso (10-15 equiv.) en presencia
de una cantidad catalitica de acetilacetonato de hierro (lll) en un disolvente organico o un sistema de disolventes
gue consiste en diferentes disolventes tales como, por ejemplo, una mezcla de THF/NMP. Mezclas de THF/NMP (1-
metil-2-pirrolidinona) tipicas consisten en del 75% al 99% de THF y del 1% al 25% de NMP en volumen. Dicha
transformacion puede llevarse a cabo en un intervalo de temperatura de entre 0°C y 50°C, lo més preferiblemente
entre 0°C y 25°C (esquema 6).

Esquema 7
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Me \
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Alternativamente, el pirido-triazol sustituido con monometilo de férmula general (le) y el pirido-triazol sustituido con
dimetilo de férmula general (If) pueden obtenerse mediante un producto intermedio (VIllg) comun (esquema 7). La
reaccion con un reactivo de Grignard de metilo, MeMgBr, catalizada mediante acetilacetonato de hierro (lll), usando
condiciones tal como se describieron anteriormente, conduce al compuesto final (If) (esquema 7). Tras la
hidrogenacion catalitica del producto intermedio (VIllg) usando condiciones conocidas en la técnica tal como se
describieron anteriormente, se forma el compuesto final (le). Alternativamente, cuando el sustituyente Q contiene
funcionalidades que no son compatibles con condiciones de hidrogenacion catalitica, el compuesto objetivo de
férmula general (le) puede obtenerse a partir de la cloropiridina de férmula general (VIllg), mediante tratamiento con
un catalizador carbonoide, tal como el catalizador de Pd [1,3-bits[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-
imidazolidiniliden]cloro(n3-2-propenil)-paladio (CAS [478980-01-7]), en presencia de una base fuerte, tal como
metoxido de sodio en un disolvente proético, tal como metanol o 2-propanol o similar. Dicha reaccion puede llevarse a
cabo a una temperatura elevada, tal como 100-120°C en un horno de microondas.

En el caso de que el producto intermedio (VIllg) tenga un grupo hidroxilo protegido, tal como, por ejemplo, un
acetato, puede obtenerse un compuesto de formula general (If) mediante reacciéon con un reactivo de Grignard de
metilo, MeMgBr, catalizada mediante acetilacetonato de hierro (lll) en presencia de un disolvente organico o una
mezcla de disolventes organicos tales como, por ejemplo, una mezcla de NMP y THF. Para facilitar la eliminacion
del grupo protector (tal como por ejemplo el grupo acetilo) puede afiadirse opcionalmente una base tal como, por
ejemplo, NaOH, a la mezcla de reaccion.
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Farmacologia

Se encontr6 que los compuestos de la presente invencion son moduladores alostéricos positivos del receptor
nicotinico a7. El receptor nicotinico a7 (nAChR «7) pertenece a la superfamilia de canales i6nicos regulados por
ligandos ionotrépicos de bucle Cys que incluye las familias de receptores de 5-HTs, GABAa y glicina. Se activa
mediante acetilcolina y su producto de degradacion colina y una caracteristica principal del nAChR a7 es su rapida
desensibilizacién en presencia persistente de agonista. Es el segundo subtipo de receptores nicotinicos mas
abundante en el cerebro y es un regulador importante de la liberacion de muchos neurotransmisores. Tiene una
distribucion diferenciada en varias estructuras cerebrales con relevancia para procesos de atencién y cognitivos,
tales como la corteza prefrontal y el hipocampo, y se ha implicado en una variedad de trastornos psiquiatricos y
neuroldgicos en seres humanos. También esta implicado en la ruta inflamatoria colinérgica.

Se observan evidencias genéticas para su asociacion con esquizofrenia en forma de una fuerte uniéon entre un
marcador de esquizofrenia (déficit de regulacion sensorial) y el locus a7 en 15913-14 y polimorfismos en la region de
promotor central del gen a7.

Las evidencias patologicas apuntan a una pérdida de inmunorreactividad de a7 y unién a o-Btx en la corteza del
cuerpo calloso, frontal e hipocampo de cerebros esquizofrénicos, en enfermedad de Alzheimer y Parkinson y nucleo
paraventricular y nucleo reuniens en autismo.

Las evidencias farmacoldgicas tales como los habitos de fumar marcados de personas esquizofrénicas en
comparacién con normales se han interpretado como un intento por parte los pacientes de automedicarse para
compensar un déficit en la transmision nicotinérgica a7. Una normalizacion transitoria de los defectos en la
regulacion sensorial (inhibicién prepulso PPI) tanto en modelos animales como en seres humanos tras la
administracion de nicotina y el restablecimiento temporal de la regulacion sensorial normal en personas
esquizofrénicas cuando hay baja actividad colinérgica del prosencéfalo (por ejemplo etapa 2 de suefio) se han
interpretado ambos como que son el resultado de un activacién transitoria del receptor nicotinico o7 seguida por
desensibilizacion.

Por tanto hay un buen motivo para suponer que la activacion del nAChR o7 tendra efectos terapéuticamente
beneficiosos para varios trastornos del SNC (psiquidtricos y neuroldgicos).

Tal como ya se menciono el NAChR a7 se desensibiliza rapidamente en presencia persistente del transmisor natural
acetilcolina asi como ligandos exdgenos tales como nicotina. En el estado desensibilizado el receptor permanece
unido a ligando pero funcionalmente inactivo. Esto no es tanto un problema para transmisores naturales tales como
acetilcolina y colina puesto que éstos son sustratos para mecanismos muy potentes de degradacion
(acetilcolinesterasa) y aclaramiento (transportador de colina). Es probable que estos mecanismos de
degradacidn/aclaramiento de transmisores mantengan el equilibrio entre los nAChR o7 que pueden activarse y
desensibilizados en un intervalo fisiol6gicamente Util. Sin embargo, se percibe que agonistas sintéticos, que no son
sustratos para los mecanismos de degradacion y aclaramiento naturales, tienen una posible desventaja tanto para la
sobreestimulacion como también para empujar el equilibrio de la poblacién de nAChR o7 hacia un estado
persistentemente desensibilizado, que no es deseable en trastornos en los que deficiencias en la funcién o
expresion de AChR a7 desempefian un papel. Los agonistas por su naturaleza deben seleccionar como diana la
bolsa de union de ACh que se conserva sumamente en los diferentes subtipos de receptores nicotinicos
conduciendo a la posibilidad de reacciones adversas mediante la activacion no especifica de otros subtipos de
receptores nicotinicos. Por tanto, para evitar estas posibles desventajas, una estrategia terapéutica alternativa para
un agonismo de a7 es potenciar la receptividad de los receptores frente a los agonistas naturales con un modulador
alostérico positivo (PAM). Un PAM se define como un agente que se une a un sitio distinto del sitio de unién a
agonista, y por tanto no se espera que tenga propiedades de agonistas o de desensibilizacién, sino que potencia la
receptividad del nAChR a7 al transmisor natural. El valor de esta estrategia es que para una cantidad dada de
transmisor se aumenta la magnitud de respuesta a nAChR a7 en presencia del PAM con respecto al nivel de una
posible transmision en su ausencia. Por tanto, para trastornos en los que hay un déficit en proteina de nAChR a7
puede ser beneficioso el aumento inducido por PAM en una transmision nicotinérgica o7. Ya que un PAM se basa
en la presencia del transmisor natural, la posibilidad de sobreestimulacion esta limitada por los mecanismos de
degradacidn/aclaramiento para el transmisor natural.

Los compuestos de la presente invencion se clasifican como de tipo 1-4, basandose en propiedades cinéticas
cualitativas, tal como se determina mediante registros de fijacion de voltaje de célula completa. Esta clasificacion se
basa en el efecto de un compuesto PAM a7, tal como se describié anteriormente en el presente documento, sobre la
sefial provocada por una aplicacion de agonista. En particular, dicho agonista es colina a una concentracion de
1 mM. En una configuracion experimental preferida, dicho compuesto PAM a7 y colina se aplican simultaneamente a
la célula, tal como se describe a continuacién en el presente documento. La desensibilizacién se define como el
cierre del receptor tras la activacion durante la aplicacion del agonista en mediciones de electrofisiologia de fijacion
de voltaje de célula completa visto como la reducciéon de la corriente de salida tras la activacién inicial por el
agonista.
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La definicion de los tipos 1-4 de PAM se describe a continuacién en el presente documento:

Los compuestos de tipo 1 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM pero alteran
minimamente la cinética del receptor. En particular, no se afecta la tasa ni el grado de desensibilizacion provocada
por el agonista. Por tanto, la respuesta modulada por el compuesto a colina 1 mM es una escala préxima a la lineal
de la respuesta a colina 1 mM en ausencia del compuesto PAM a7.

Los compuestos de tipo 2 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM mientras
reducen la tasa y/o el grado de desensibilizacion.

Los compuestos de tipo 3 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM. Cuando se
someten a prueba a concentraciones superiores de hasta 10 uM inhiben completamente la desensibilizacién, en
particular una aplicacién de colina 1 mM de 250 milisegundos.

Los compuestos de tipo 4 permiten una desensibilizacion inicial del receptor seguida por una reapertura del receptor
durante la aplicacion del agonista. A concentraciones de baja potencia del compuesto PAM a7, la activacion
inducida por agonista, que va seguida por desensibilizacion, todavia puede separarse de la reapertura inducida por
compuesto como un maximo de corriente de entrada inicial. A concentraciones de potencia superior del compuesto
PAM a7, la reapertura se produce mas rapido que el cierre debido a desensibilizacion de modo que desaparece el
méaximo de corriente inicial.

Por consiguiente un objeto de la presente invencion es proporcionar los compuestos de la presente invencion para
su uso en métodos de tratamiento que incluyen administrar o bien un modulador alostérico positivo como la Unica
sustancia activa, modulando asi la actividad de agonistas de receptores nicotinicos enddgenos tales como
acetilcolina o colina, o bien administrar un modulador alostérico positivo junto con un agonista de receptores
nicotinicos. En una forma particular de este aspecto de la invencién, el método de tratamiento comprende
tratamiento con un modulador alostérico positivo del receptor nicotinico a7 tal como se describe en el presente
documento y un agonista o agonista parcial de receptor nicotinico a7. Los ejemplos de compuestos adecuados con
actividad agonistica de receptor nicotinico a7 incluyen, pero no se limitan a:

e monoclorhidrato del éster 4-bromofenilico del &cido 1,4-diazabiciclo[3.2.2]Jnonan-4-carboxilico, (SSR180711A);
e (-)-espiro[1-azabiciclo[2.2.2.]octan-3,5’-0xazolidin]-2’-ona;

ediclorhidrato de 3-[(2,4-dimetoxi)benciliden]-anabaseina (GTS-21);

o [clorhidrato de N-[(3R)-1-azabiciclo[2.2.2]oct-3-il]-4-clorobenzamida] PNU-282987).

Moduladores de nAChR positivos de la presente invencién son Utiles para el tratamiento o la profilaxis de trastornos
psicoticos, enfermedades o trastornos de deficiencia intelectual o estados en los que la modulacion de la actividad
de receptor nicotinico a7 es beneficiosa. Un aspecto particular de la invenciéon son los compuestos de la presente
invencion para su uso en un método de tratamiento para déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion o
pérdida de la memoria, se espera que una modulacion de la actividad de receptor nicotinico a7 sea beneficiosa en
varias enfermedades incluyendo enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy, trastorno de
hiperactividad con déficit de atencion, ansiedad, esquizofrenia, mania, depresion maniaca, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral u otros trastornos neurolégicos,
degenerativos o psiquiatricos en los que hay pérdida de sinapsis colinérgicas, incluyendo desfase horario,
tabaquismo, dolor.

Los compuestos también pueden encontrar uso terapéutico como medicamentos antiinflamatorios porque la
subunidad o7 de receptor de acetilcolina nicotinico es esencial para inhibir la sintesis de citocinas mediante la ruta
inflamatoria colinérgica. Ejemplos de indicaciones que pueden tratarse por los compuestos son endotoxemia,
choque endotoxico, septicemia, artritis reumatoide, asma, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino,
enfermedad inflamatoria de la bilis, enfermedad de Crohn, pancreatitis, insuficiencia cardiaca y rechazo a aloinjerto.

En vista de las propiedades farmacoldgicas descritas anteriormente, pueden usarse como medicamento los
compuestos segun la férmula (1) o cualquier subgrupo de los mismos, sus formas estereoquimicamente isoméricas y
sales de adicion farmacéuticamente aceptables.

En vista de las propiedades farmacoldgicas descritas anteriormente, pueden usarse los compuestos segun la
férmula (I) o cualquier subgrupo de los mismos, sus formas estereoquimicamente isoméricas y sales de adicién
farmacéuticamente aceptables, en el tratamiento o la prevencion de trastornos psicéticos, enfermedades o
trastornos de deficiencia intelectual, estados o enfermedades inflamatorias en las que la modulacién del receptor
nicotinico a7 es beneficiosa.
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En vista de las propiedades farmacolégicas descritas anteriormente, los presentes compuestos pueden usarse para
la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de trastornos psicoéticos, enfermedades o
trastornos de deficiencia intelectual, estados o enfermedades inflamatorias en las que la modulacién del receptor
nicotinico a7 es beneficiosa.

En vista de la utilidad de los compuestos segun la férmula (1), se proporcionan para su uso en un método de
tratamiento de animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, que padecen, o un método de prevencion
de animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, de padecer, enfermedades en las que la modulacion del
receptor nicotinico a7 es beneficiosa, tal como esquizofrenia, mania, y depresiéon maniaca, ansiedad, enfermedad de
Alzheimer, déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion, pérdida de la memoria, demencia con cuerpos
de Lewy, trastorno de hiperactividad con déficit de atencion, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
sindrome de Tourette, traumatismo cerebral, desfase horario, tabaquismo y dolor. Dichos métodos comprenden la
administracion, es decir la administracion sistémica o tdpica, preferiblemente administracion oral, de una cantidad
eficaz de un compuesto segin la férmula (l), incluyendo todas las formas estereoquimicamente isoméricas del
mismo, una sal de adicién, un solvato o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, a animales de sangre
caliente, incluyendo seres humanos.

Un experto en la técnica reconocera que una cantidad terapéuticamente eficaz de los PAM de la presente invencion
es la cantidad suficiente para modular la actividad del receptor nicotinico a7 y que esta cantidad varia, entre otras
cosas, dependiendo del tipo de enfermedad, la concentracion del compuesto en la formulacion terapéutica, y el
estado del paciente. Generalmente, una cantidad de PAM que va a administrarse como agente terapéutico para
tratar enfermedades en las que la modulacién del receptor nicotinico a7 es beneficiosa, tales como esquizofrenia,
mania y depresion maniaca, ansiedad, enfermedad de Alzheimer, déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de
atencion, pérdida de la memoria, demencia con cuerpos de Lewy, trastorno de hiperactividad con déficit de atencion,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral, desfase horario,
tabaquismo y dolor se determinara caso por caso por un meédico encargado.

Generalmente, una dosis adecuada es una que da como resultado una concentracion del PAM en el sitio de
tratamiento en el intervalo de 0,5 nM a 200 puM, y mas habitualmente de 5 nM a 50 uM. Para obtener estas
concentraciones de tratamiento, a un paciente que necesita tratamiento se le administraran posiblemente entre
0,005 mg/kg y 10 mg/kg de peso corporal, en particular desde 0,1 mg/kg hasta 0,50 mg/kg de peso corporal. La
cantidad de un compuesto segun la presente invencion, también denominado en el presente documento principio
activo, que se requiere para lograr un efecto terapéutico variard, evidentemente dependiendo de cada caso, con el
compuesto particular, la via de administracion, la edad y el estado del receptor, y el trastorno o la enfermedad
particular que esta tratdndose. Un método de tratamiento también puede incluir administrar el principio activo en un
régimen de entre una y cuatro ingestiones al dia. En estos métodos de tratamiento los compuestos segun la
invencién se formulan preferiblemente antes de su ingreso. Tal como se describe a continuacién en el presente
documento, se preparan formulaciones farmacéuticas adecuadas mediante procedimientos conocidos usando
componentes bien conocidos y facilmente disponibles.

La presente invencion también proporciona composiciones para prevenir o tratar enfermedades en las que la
modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa, tales como esquizofrenia, mania, y depresion maniaca,
ansiedad, enfermedad de Alzheimer, déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion, pérdida de la
memoria, demencia con cuerpos de Lewy, trastorno de hiperactividad con déficit de atencidn, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral, desfase horario, tabaquismo y
dolor. Dichas composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la férmula
() y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Aunque es posible administrar el principio activo solo, es preferible que esté presente como una composicion
farmacéutica. Por consiguiente, la presente invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto segun la presente invencion, junto con un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. El portador o diluyente debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros componentes
de la composicién y no perjudicial para los receptores de la misma.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden prepararse mediante cualquier método bien conocido
en la técnica de farmacia, por ejemplo, usando métodos tales como los descritos en Gennaro et al. Remington’s
Pharmaceutical Sciences (182 ed., Mack Publishing Company, 1990, véase especialmente la parte 8:
Pharmaceutical preparations and their Manufacture). Una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto particular,
en forma de base o forma de adiciéon de sal, como principio activo se combina en mezcla intima con un portador
farmacéuticamente aceptable, que puede adoptar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de
preparacion deseada para administracion. Estas composiciones farmacéuticas estan de manera deseable en una
forma de dosificacion unitaria adecuada, preferiblemente, para administracion sistémica tal como administracion oral,
percutanea o parenteral; o administracion tépica tal como mediante inhalacién, un pulverizador nasal, colirios o
mediante una crema, un gel, un champu o similares. Por ejemplo, en la preparacion de las composiciones en una
forma de dosificacion oral, pueden emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tal como, por
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ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como
suspensiones, jarabes, elixires y disoluciones: o portadores soélidos tales como almidones, azlcares, caolin,
lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos.
Debido a su facilidad de administracién, comprimidos y capsulas representan la forma unitaria de dosificacion oral
mas ventajosa, en cuyo caso se emplean obviamente portadores farmacéuticos sélidos. Para composiciones
parenterales, el portador comprendera habitualmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque pueden incluirse
otros componentes, por ejemplo, para ayudar en la solubilidad. Pueden prepararse disoluciones inyectables, por
ejemplo, en las que el portador comprende solucidn salina, disolucién de glucosa o una mezcla de solucién salina y
disolucion de glucosa. También pueden prepararse suspensiones inyectables en cuyo caso pueden emplearse
portadores liquidos, agentes de suspensién apropiados y similares. En las composiciones adecuadas para
administracion percutanea, el portador comprende opcionalmente un agente de potenciacion de penetracion y/o un
agente humectante adecuado, combinado opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en
proporciones minoritarias, aditivos que no provocan ningun efecto perjudicial significativo en la piel. Dichos aditivos
pueden facilitar la administracién a la piel y/o pueden ser (tiles para preparar las composiciones deseadas. Estas
composiciones pueden administrarse de diversas maneras, por ejemplo, como parche transdérmico, como pipeta
para aplicacién en la piel o como pomada.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en forma unitaria
de dosificacion para una facilidad de administracion y uniformidad de la dosificacién. Forma unitaria de dosificacion
tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones 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), céapsulas, pildoras, sobres de polvo, obleas, suspensiones o disoluciones
inyectables, cucharaditas, cucharadas y similares y multiples segregados de los mismos.

Los presentes compuestos pueden usarse para administracion sistémica tal como administracién oral, percutanea o
parenteral; o para administracion tépica tal como mediante inhalacién, un pulverizador nasal, colirios 0 mediante una
crema, gel, champu o similares. Los compuestos se administran preferiblemente por via oral. La frecuencia y
dosificacion exacta de administracion depende del compuesto particular segun la formula (l) usado, el estado
particular que esté tratandose, la gravedad del estado que esta tratdndose, la edad, el peso, el sexo, el grado de
trastorno y estado fisico general del paciente particular asi como otros medicamentos que el individuo puede estar
tomando, tal como conocen bien los expertos en la técnica. Ademas, es evidente que dicha cantidad diaria eficaz
puede disminuirse o aumentarse dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacion
del médico que prescribe los compuestos de la presente invencion.

También pueden usarse los compuestos segun la férmula (I) en combinaciéon con otros agonistas de receptor
nicotinico a7 convencionales, tales como por ejemplo monoclorhidrato del éster 4-bromofenilico del acido 1,4-
diazabiciclo[3.2.2]Jnonan-4-carboxilico  (SSR180711A); (-)-espiro[1-azabiciclo[2.2.2.]octan-3,5-0xazolidin]-2’-ona;
diclorhidrato de 3-[(2,4-dimetoxi)benciliden]-anabaseina (GTS-21); o [clorhidrato de N-[(3R)-1-azabiciclo[2.2.2]oct-3-
il]-4-clorobenzamida] PNU-282987). Por tanto, la presente invencién también se refiere a la combinacién de un
compuesto segun la férmula (I) y un agonista de receptor nicotinico a7. Dicha combinacidon puede usarse como
medicamento. La presente invencion también se refiere a un producto que comprende (a) un compuesto segun la
férmula (1), y (b) un agonista de receptor nicotinico a7, como una preparacion combinada para su uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento de enfermedades en las que la modulacién del receptor nicotinico a7 es
beneficiosa. Los diferentes farmacos pueden combinarse en una preparacion individual junto con portadores
farmacéuticamente aceptables.

Parte experimental

Quimica

En los siguientes ejemplos se ilustran varios métodos para preparar los compuestos de esta invencidon. A menos que
se indique lo contrario, todos los materiales de partida se obtuvieron de proveedores comerciales y se usaron sin
purificacién adicional.

A continuacion y anteriormente en el presente documento, “THF” significa tetrahidrofurano; “EtOAc” significa acetato
de etilo; “DIPE” significa diisopropil éter; “DMF” significa N,N-dimetilformamida; “NMP” significa 1-metil-2-
pirrolidinona, “c.s.p.” significa cantidad suficiente para, “D.l.” significa didmetro interno y “t-BuOH” significa 2-metil-2-
propanol.

Se llevaron a cabo reacciones asistidas por microondas en un reactor monomodal: reactor de microondas Initiator "
Sixty EXP (Biotage AB), o en un reactor multimodal: MicroSYNTH Labstation (Milestone, Inc.).

En la parte C se muestran los datos analiticos.
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A. PREPARACION DE LOS PRODUCTOS INTERMEDIOS

Descripcion 1

1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3,4-difluoro-fenil)-tiourea (D1)
F
1 1 X
X N F
H

Cl

Se afiadié sal de amonio de acido tiocianico (10,6 g) a una mezcla de cloruro de 2-cloro-6-metil-4-piridincarbonilo
(22,04 g; 116 mmol) y acetona (400 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion durante 30 minutos y luego se afiadio
lentamente 3,4-difluorobencenamina (14,98 g; 116 mmol) mediante un embudo de adicién. Se agité la disolucion
resultante durante 2 horas, se extinguié con agua (100 ml) y luego se extrajo con CH,Cl; (3 x 100 ml). Se secd la
fase orgéanica combinada sobre MgSO;. se filtré y se evaporé el disolvente a vacio. Rendimiento: 38,1 g de producto
intermedio D1.

Descripcion 2

1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3,4-difluoro-fenil)-2-metil-isotiourea (D2)
- F
0O S
/)\
N N F

Cl

Se enfri6 una mezcla de producto intermedio D1 (38 g; 111,4 mmol) en THF (400 ml) hasta 0°C y se afiadié
cuidadosamente NaH (puro al 60%) (6,7 g; 167 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccion durante 15 minutos y luego se
afadié CHgsl (14,2 g; 100 mmol). Entonces se calentd la mezcla hasta temperatura ambiente y se agitd durante
2 horas. Se extinguié la reaccion mediante la adicion de agua y luego se extrajo la mezcla con CHCl, (3 x 100 ml).
Se lavo el disolvente organico combinado con salmuera, se seco sobre MgSQy, se filtrd y se evaporo el disolvente a
vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna de silice (gradiente: heptano/EtOAc desde 80/20
hasta 50/50). Rendimiento: 22,2 g de producto intermedio D2.

Descripcion 3

(S)-1-Hidrazino-butan-2-ol (D3)

,0
H T\
zNHz

N
H

Se disolvio (2-S)-2-etiloxirano (15 g; 208 mmol) en hidrazina, al 64% (42 g; 832 mmol). Se agitdé la mezcla de
reaccion a 50°C durante 2 horas y luego se evaporo bajo la campana en un bafio de agua a 50°C. Se afiadio xileno
(x 2) para coevaporar la cantidad en exceso de hidrazina de la mezcla de reaccion bruta. Rendimiento: 18,9 g de
producto intermedio D3 (sélido de color blanco; enantiomero S).

Descripcion 4

(S)-1-[5-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(3,4-difluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (D4)
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Se disolvié el producto intermedio D2 (1 g; 2,81 mmol) en t-BuOH (40 ml), y luego se afiadié el producto intermedio
D3 (0,44 g; 4,22 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion y se sometié a reflujo durante 4 horas y luego se evaporo el
disolvente. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna de silice (gradiente: CH,Cl,/CH3z0OH al 10% en
CHCl, desde 100/0 hasta 0/100). Rendimiento: 1,1 g de producto intermedio D4 (enantiomero S).

Descripcion 5

1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3-metoxi-5-trifluorometilfenil)-tiourea (D5)

F
FLF
LA
DR
N~
Cl

Se afiadi6 tiocianato de sodio (6,998 g, 0,08632 mol) a una disolucién de cloruro de 2-cloro-6-metil-4-piridincarbonilo
(14,912 g, 0,078472 mol) en acetona (2 ). Se agité la mezcla resultante durante 1 hora a temperatura ambiente
(formacion de un precipitado de color marron). Posteriormente, se afiadié 3-metoxi-5-trifluorometil-bencenamina
(15 g, 0,078472 mol) gota a gota y se agitd la mezcla de reaccion durante 2 horas a temperatura ambiente
(precipitado de color marrén). Se disolvié la mezcla en CH,Cl; (1,5 1) y luego se lavd con 2 x 250 ml de agua y
salmuera. Se evaporé la fase organica separada y se trituré el residuo durante la noche con DIPE/heptano. Se
separé el producto mediante filtracion y se sec6 a vacio. Rendimiento: 21,32 g de producto intermedio D5 (67%).

Descripcion 6

1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3-metoxi-5-trifluorometilfenil)-2-metil-isotiourea (D6)

F
F|_F
X NN o~
| H
N~
cl

(Reaccion llevada a cabo bajo atmosfera de N). Se afiadid en porciones NaH (1,267 g, 0,05279 mol) a una
disolucién enfriada con hielo del producto intermedio D5 (21,32 g, 0,05279 mol) en THF (480 ml) y se agit6 la mezcla
resultante durante 15 minutos a 0°C. Posteriormente, se afiadié una disoluciéon de CHgsl (7,493 g, 0,05279 mol) en
THF (40 ml) gota a gota y se agitd la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente. Entonces se extinguié la
mezcla de reaccion con H,O y se extrajo con CH»Cl, (3 x 500 ml). Se separaron las fases organicas, se combinaron,
se lavaron con salmuera, se secaron (MgSQO,), se filtraron y se evaporé el disolvente a vacio. Se tritur6 el producto
bruto con DIPE/heptano. Se separ6 el sélido blanquecino mediante filtracién y se sec6 proporcionando 16,203 g de
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producto intermedio D6 (73,5%). Se afiadieron heptano y H,O al filtrado y se agit6 esta mezcla durante la noche a
temperatura ambiente. Se separo el filtrado blanquecino mediante filtracién y se secé proporcionado mas (1,957 g)
del producto intermedio D6 (9%).

Descripcion 7

(S)-1-[5-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(3-metoxi-5-trifluorometil-fenilamino)-[1,2,4]triazol- 1-il]-butan-2-ol (D7)

OH F i F
g
AN \N/I\N O/
| H
N~
Cl

Se agitd una mezcla del producto intermedio D6 (8,356 g, 0,020 mol) y producto intermedio D3 (2,083 g, 0,020 mol)
en etanol (200 ml) durante la noche a reflujo. Posteriormente, se evapord el disolvente proporcionando el producto
intermedio D7 (enantidmero S) como un aceite de color amarillo que se us6 como tal en la siguiente etapa de
reaccion.

Descripcion 8

Ester (S)-1-[5-(2-cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(3-metoxi-5-trifluorometil-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-ilmetil]-propilico  del
acido acético (D8)

OY
O F 0 F
I
X ONTN o~
l H
N
Cl

Se afiadié N,N-dimetil-4-piridinamina (0,1222 g, 0,001 mol) a una disolucion del producto intermedio D7 (9,117 g,
0,020 mol) en acetato de acetilo (378 ml). Se agitd6 la mezcla de reaccion a reflujo durante 30 minutos.
Posteriormente, se enfrié la mezcla hasta temperatura ambiente y se evaporo el disolvente a vacio. Se volvié a
disolver el residuo en CH,Cl,. Se lavd esta disolucién organica con una disolucién saturada de bicarbonato de sodio,
se lavé con salmuera, y posteriormente se sec6 (MgSQ.), se filtré y se evaporo el disolvente a vacio. Se purifico el
aceite de color amarillo obtenido mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon
Hyperprep® C18 BDS (silice desactivada con base) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se aplicé un gradiente con 3 fases
moviles. Fase A: una disolucion de NH4HCO3 al 0,25% en agua; fase B: metanol; fase C: CH3CN. Se recogieron las
fracciones deseadas. Se evapord el disolvente y se coevapordé con metanol. Se cristalizd6 el producto en
DIPE/heptano. Se separaron los cristales de color blanco mediante filtracion y se secaron a vacio. Rendimiento:
3,677 g de producto intermedio D8 (37%; enantiomero S).
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Descripcion 9

1-(2,6-Dicloro-piridin-4-carbonil)-3-(2,3,4-trifluoro-fenil)-tiourea (D9)

F
F F
it
Cl
7 NN
N~
Cl

Se afiadio isotiocianato de amonio (7,726 g, 0,1015 mol) a una disolucién de cloruro de 2,6-dicloro-4-piridincarbonilo
(17,8 g, 0,0846 mol) en acetona (300 ml). Se agité la mezcla durante 30 minutos y posteriormente se afiadio
lentamente 2,3,4-trifluorobencenamina - &cido clorhidrico (- HCI). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante 2 horas y luego se extinguié con H,O (100 ml). Se extrajo la mezcla con CH2Cl; (3 x 80 ml) y se
secaron las fases organicas combinadas (MgSO.), se filtraron y se evapor6 el disolvente a vacio. Se purificd el
residuo mediante cromatografia ultrarrapida (eluyente: heptano/EtOAc desde 80/20 hasta 50/50). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporo el disolvente a vacio. Rendimiento: 22,2 g de producto intermedio D9 (69%).

Descripcion 10

1-(2,6-Dicloro-piridin-4-carbonil)-2-metil-3-(2,3,4-trifluoro-fenil)-isotiourea (D10)

F
o s F F
Cl | N N//l\ll:lI
N~
Cl

Se afiadié cuidadosamente NaH (2,70 g, 0,06747 mol) a una disolucién enfriada (0°C) del producto intermedio D9
(28,5 g, 0,04498 mol) en THF (200 ml). Se agitd la mezcla durante 15 minutos y se afiadié luego CHsl (6,38 g,
0,04498 mol). Se elimind el bafio de hielo y se agit6 la mezcla de reaccidon durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se extinguio la mezcla con H,0 y se extrajo con CH2Cl; (3 x 100 ml). Se lavaron las fases organicas
combinadas (salmuera), se secaron (MgSQa), se filtraron y se evapord el disolvente a vacio. Se purifico el residuo
mediante cromatografia ultrarrdpida (eluyente: gradiente de heptano/EtOAc desde 80/20 hasta 50/50). Se recogieron
las fracciones deseadas y se evapor¢ el disolvente. Rendimiento: 5,7 g de producto intermedio D10 (32%).

Descripcion 11
(S)-1-[5-(2,6-Dicloro-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (D11)

HO

ey
\>'*NH

cl A F
N~ F
Cl F

Se afiadi6 el producto intermedio D3 (0,143 g, 0,00137 mol) a una disolucion del producto intermedio D10 (0,3 g,
0,000457 mol) en t-BuOH (40 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion durante la noche a reflujo. Se evaporo el
disolvente a vacio y se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice
(eluyente: gradiente EtOAc/heptano desde 20/80 hasta 50/50). Se recogieron las fracciones deseadas y se evaporo
el disolvente. Rendimiento: 0,160 g de producto intermedio D11 (81%; enantidmero S).
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Descripcion 12
(S)-1-[3-(3-Cloro-2-fluoro-fenilamino)-5-(2,6-dicloro-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (D12)
HO N

\7\/\N\N\>~NH F

N ¢

Cl

Cl

Se preparé el producto intermedio D12 segin un procedimiento analogo al procedimiento usado para la sintesis de
D11. Rendimiento: producto intermedio D12 (79%; enantibmero S).

Descripcion 13
1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenil)-tiourea (D13)

~o

O S

S J

XY NN F
| | H H

Se tratd cloruro de 2-cloro-6-metil-4-piridincarbonilo (44,087 g, 0,232 mol) en acetona (1 I) con isotiocianato de
amonio (21,192 g, 0,278 mol) y se agité la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afadié una disolucion de 3-fluoro-5-metoxibencenamina (36,02 g, 0,255 mol) en acetona (200 ml) gota a gota y se
agito la mezcla de reaccion durante 4 horas a temperatura ambiente. Se evaporé el disolvente a vacio y se disolvid
el residuo en CHxCI, (1 I). Se lavd (H20) esta disolucidon organica, se secé (MgSQO.), se filtrd6 y se evapord el
disolvente a vacio proporcionando un sélido de color marrén. Se triturd el sélido de color marrén en acetonitrilo
(0,8 1), se agité durante la noche y se separé el sélido mediante filtracion y se secé (horno de vacio, 4 horas a 65°C).
Rendimiento: 59,69 g de producto intermedio D13 (73%).

Descripcion 14

1-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-carbonil)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenil)-2-metil-isotiourea (D14)

Se afiadié en porciones NaH al 60% en parafina (10,123 g, 0,253 mol) a una disolucién enfriada con hielo del
producto intermedio D13 (59,69 g, 0,169 mol) en THF (1000 ml). Tras 15 minutos, se afiadié6 gota a gota CHsl
(15,651 ml) disuelto en THF (200 ml). Se agité la mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente y
luego se extinguié con H,O (25 ml). Tras el tratamiento final y la evaporacion del disolvente, se triturd el sélido con
DIPE (0,51) y CH3CN (50 ml). Se agit6 la mezcla durante 3 horas y luego se separ6 el producto mediante filtracion y
se disolvié en CHxClI, (1,5 1). Se lavo la disolucién organica con H>O (0,8 ), se secd (MgSOa), se filtrd y se evaporé el
disolvente a vacio. Rendimiento: 52,3 g de producto intermedio D14 (84,3%).
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Descripcion 15

(S)-1-[5-(2-Cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-[1,2,4]triazol- 1-il-butan-2-ol (D15)

“ \>—NH
Y\P/L F

Se someti6 a reflujo una mezcla del producto intermedio D3 (22,213 g, 0,213 mol), producto intermedio D14 (52,3 g,
0,142 mol) y etanol (500 ml) durante 16 horas mientras se purgd la mezcla con N». Se extinguid la mezcla con una
disolucién de NaOCI. Posteriormente, se evapor6 el disolvente a vacio y se cristalizd el residuo en DIPE (400 ml). Se
separd un soélido de color amarillo claro mediante filtracion y se usé como tal en la siguiente etapa de reaccion.
Rendimiento: 33,124 g de producto intermedio D15 (57,4%; enantidmero S).

B. PREPARACION DE LOS COMPUESTOS

Ejemplo B1

(S)-1-[3-(3,4-Difluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4[triazol-1-il]-butan-2-ol (E1)

Se disolvio el producto intermedio D4 (1,1 g, 2,80 mmol) en THF (15 ml) y se afiadieron acetilacetonato de hierro (lll)
(0,099 g, 0,28 mmol) y NMP (1 ml). Entonces se enfrid la mezcla de reaccion hasta 0°C. Bajo proteccion de N (gas),
se afiadi6 lentamente CHsMgBr 3 M en Et,O (4 ml, 12 mmol). Se calent6 la mezcla de reaccién hasta temperatura
ambiente y se agit6 durante una hora hasta que se termind la reaccion. Entonces se extinguio la mezcla de reaccion
con disolucién saturada de NH4Cl y luego se extrajo con CH2Cl, (3x30 ml). Se lavo la fase organica combinada con
salmuera, se sec6 sobre MgSO., se filtré y se evapord el disolvente a vacio. Se purificd el residuo mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep® C18 BDS (silice desactivada con
base) 8 um, 250 g, D.l. 5 cm). Se aplicé un gradiente con 2 6 3 fases mdviles (fase A: una disolucion de NHsHCOs al
0,25% en agua; fase B: CH3zOH (opcional); fase C: CH3CN).

Rendimiento: 0,152 g de compuesto E1 (enantiomero S).
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Ejemplo B2

(S)-1-[3-(3-Cloro-fenilamino)-5-(2-etilamino-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (E2)

H

k[o

N—N

\

N )\

| N N~ NH
N =~

NH

r cl

Se disolvi6 el producto intermedio 1-[3-(3-cloro-fenilamino)-5-(2-cloro-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol
(preparado segun la descripcion 4) (1,15 g; 3,04 mmol) en CH3zOH (20 ml) y luego se afiadié etilamina (3 g). Se agitd
la mezcla de reaccién durante 16 horas a 160°C a presion (hasta que la reaccién habia avanzado hasta
completarse). Entonces se evaporé el disolvente a vacio. Se purificd el residuo mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep® C18 BDS (silice desactivada con base) 8 um, 250 g, D.I.
5 cm). Se aplicé un gradiente con 2 fases méviles (fase A: una disolucion de NH4sHCO3 al 0,25% en agua; fase B:

CHsCN). Se recogieron las fracciones deseadas, se sometieron a tratamiento final y finalmente se cristalizo el
residuo en diisopropil éter. Rendimiento: 0,1595 g de compuesto E2 (enantiomero S).

Ejemplo B3

1-[3-(3,4-Difluoro-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-hexan-2-ol (E3)

OH
RS
_N
N \>——NH
=N
= F
\
\ /

Se hidrogend una mezcla del producto intermedio, 1-[5-(2-cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(3,4-difluoro-fenilamino)-
[1,2,4]triazol-1-il]-hexan-2-ol (preparado segun D4) (1,5 g; 3,5 mmol) y EtsN (2 ml) en THF (40 ml) con Pd/C al 10%
(0,020 g) como catalizador en presencia de disolucién de tiofeno (0,1 ml; al 4% en DIPE). Tras haber cesado la
captacién de H (1 equiv.), se separo el catalizador mediante filtracion y se evaporé el filtrado a vacio. Se suspendié
el residuo en DIPE vy se filtrd. Se secaron los cristales en a horno de vacio a 70°C durante la noche.

Rendimiento: 876 mg de compuesto E3 (65%).
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Ejemplo B4

(-)-1-[3-(3,4-Difluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-hexan-2-ol (E4) y (+)-1-[3-(3,4-difluoro-
fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-hexan-2-ol (E5)

iEOH |\I\‘[OH

N—N N—g\

\

N NS
I AN N)\NH l AN N
N~ N~

F F
(-)-E4 (+)-E5

F F

Se separ6 el compuesto E7 (564 mg; 1,4 mmol) en enantiomeros mediante cromatografia de fluido supercritico
(SFC) en una columna Chiralpak AD-H (30x250 mm) con una velocidad de flujo de 50 ml/min. Se us6 como eluyente
una mezcla del 30% de CH3OH (+ 2-propilamina al 0,2%)/el 70% de CO,. Se fijé el calentador de columna a 40°C y
se fij6 la presion de la boquilla a 100 bares.

Se recogi6 el primer isémero que eluyd, pico “A”, y se concentrd, se triturd el residuo oleoso en una mezcla de DIPE
y heptano. Se recogi6é un soélido de color blanco mediante filtracion, se lavé con heptano y se sec6 en un horno de
vacio. Rendimiento: 200 mg de compuesto E4 como polvo de color blanco (cristalino).

Se recogié el segundo isémero que eluyd, pico “B”, y se concentrd, se trituré el residuo oleoso en una mezcla de
DIPE y heptano. Se recogi6é un sélido de color blanco mediante filtracién, se lavé con heptano y secé en un horno de
vacio. Rendimiento: 212 mg de compuesto E5 como polvo de color blanco (cristalino).

Ejemplo B5
(S)-1-[5-(2,6-Dimetil-piridin-4-il)-3-(3-metoxi-5-trifluorometil-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (E30)

H NF
N

— N,N

HO

Se afiadieron NMP (1 ml; extra seco) y acetilacetonato de hierro (lll) (35,33 g, 0,0001 mol) a una disolucién del
producto intermedio D8 (498,08 g, 0,001 mol) en THF (10 ml; extra seco) y se enfrid la mezcla hasta 0°C. Se afiadio
lentamente bromuro de metilmagnesio (1,67 ml, 0,005 mol) y se agit6é la mezcla de reaccion durante 5 minutos a
0°C. Posteriormente, se extinguié la mezcla con una disolucién saturada de NH4Cl y se extrajo con CH>Cl, (3 x
50 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera, se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se evaporé el
disolvente. Se volvio a disolver el residuo en metanol y se afiadio NaOH (800 mg, 0,020 mol). Se agit6 la mezcla
resultante durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadié disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo la mezcla
con CHCl; (3 x 50 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas (salmuera), se secaron (MgSQOa), se filtraron y se
evaporé el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrdpida sobre gel de
silice (eluyente: gradiente de (NHs 7 N/MeOH)/CH,Cl> desde 0/100 hasta 10/90). Se recogieron las fracciones de
producto y se evapord el disolvente a vacio. Se tratd el residuo con heptano, proporcionando cristales de color
blanco. Se separaron estos cristales de color blanco mediante filtracion y se secaron a vacio. Rendimiento: 0,632 g
de compuesto E30 (83%; enantidmero S).
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Ejemplo B6
(S)-1-[5-(2,6-Dimetil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (E32) y

(S)-1-[5-(2-cloro-6-metil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il)-butan-2-ol (D16)

H E HO.
N F \7/\“’%‘
N NH F
N N— T NN
— N-N F
N~ F
HO ¢l F
E32 (enantiomero S) D16 (enantibmero S)

Se agité una mezcla del producto intermedio D11 (0,47 g, 0,0011 mol), acetilacetonato de hierro (Ill) (0,0383 g,
0,00011 mol), NMP (1 ml) y THF (25 ml) a 0°C. Se afiadi6 CHzMgBr 3 M en Et,O (2,9 ml, 0,0087 mol). Se agit6 la
mezcla de reaccion durante 2 horas a temperatura ambiente. Se extinguié la mezcla con una disolucién saturada de
NH4Cl y se extrajo con CH2Cl, (3 x 30 ml). Se lavo la fase organica (salmuera), se secd (MgSO.), se filtré y se
evapord el disolvente a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
inversa (Shandon Hyperprep® C 18 BDS (silice desactivada con base) 8 um, 250 g, D.I. 5 cm). Se aplicé un
gradiente con 3 fases moviles. Fase A: una disolucion de NH4sHCO3 al 0,25% en agua; fase B: metanol; fase C:
CH3CN). Se recogieron dos fracciones de producto diferentes y se sometieron a tratamiento final. Rendimiento:
0,077 g de producto intermedio D16 (17%). Rendimiento: 0,183 g de compuesto E32 (43%; enantidmero S).

Se convirtid una parte del compuesto E32 en la sal de HCI mediante métodos convencionales obvios para los
expertos en la técnica proporcionando el compuesto E33 (sal de HCI; enantiomero S).

Ejemplo B7

(S)-1-[5-(2-Metil-piridin-4-il)-3-(2,3,4-trifluoro-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (E31)

|_‘| F
F
N
N
N N T
— N-N F

Se agité una mezcla del producto intermedio D16 (0,13 g, 0,000316 mol), [1,3-bis[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-
imidazolidiniliden]cloro(n3-2-propenil)paladio (CAS [478980-01-7]; catalizador) (0,01814 g, 0,0000316 mol) y
NaOCHjs; (0,5 M en metanol) (1 ml) en 2-propanol (4 ml) con radiacion con microondas durante 10 minutos a 120°C.
Se evaporo el disolvente y se lavo el concentrado con H,O y se extrajo con CH2Cl,. Se secéd (MgSO,) la fase
organica, se filtré y se evaporé el disolvente a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia de liquidos de
alta resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep® C 18 BDS (silice desactivada con base) 8 um, 250 g, D.I.
5 cm). Se aplicoé un gradiente con 3 fases mdviles. Fase A: una disolucién de NHsHCO3; al 0,25% en agua; fase B:
metanol; fase C: CH3CN. Se recogieron las fracciones deseadas y se sometieron a tratamiento final. Rendimiento:
0,0519 g de compuesto E31 (43,5%; enantiomero S).
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Ejemplo B8

(S)-1-[3-(3-Cloro-2-fluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol HCI sal (E35)

H F
! Cl
N
N
N T
— N/N
Sal de HCI

HO

Se agitdé una mezcla del producto intermedio D12 (2,6 g, 0,00604 mol), acetilacetonato de hierro (lll) (0,427 g,
0,00121 mol), THF (150 ml) y NMP (35 ml) a 0°C. Se afiadi6 CHzMgBr 3 M en Et;O (10 ml) y se agit6 la mezcla
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadieron mas de CHzMgBr 3 M en Et,O (10 ml) y metanol. Se evaporé
el disolvente y se afiadieron CH»Cl> y H,O (pocos ml) al residuo. Se filtré la mezcla sobre tierra de diatomeas. Se
evaporo el filtrado y se disolvié el residuo en DIPE. Se lavd esta disolucién (H2O) y se secd (MgSO.) la fase
organica, se filtrd y se evaporo el disolvente a vacio. Se disolvié el residuo en 2-propanol y se afiadié HCI/2-propanol
a la disolucion mientras se enfriaba en un bafio de hielo. Posteriormente, se evaporé el disolvente y se agito el
residuo en acetona. Se separaron los cristales mediante filtracion y se secaron. Rendimiento: 0,96 g de compuesto
E35 (37%; enantiomero S; sal de HCI). Pudo obtenerse una cantidad adicional del compuesto E35 a partir del
filtrado, para dar como resultado un rendimiento total del 63%.

Ejemplo B9

Sal de HCI de (S)-1-[3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol (E36) y (E38)
(base libre de E36)

H
\

N
NN /N\I(

— N,N

HO

E38: base libre
E36: sal de HCI

Se calentdé una mezcla del producto intermedio D15 (0,406 g, 0,001 mol), [1,3-bis[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-
imidazolidiniliden]cloro(n3-2-propenil)paladio (CAS [478980-01-7]; catalizador) (0,055 g, 0,0000957 mol) y NaOMe
(0,2 ml de una disolucion 5,33 M en MeOH, 0,001066 mol) en 2-propanol (10 ml) en un horno de microondas durante
10 minutos a 120°C. Posteriormente se concentrd la mezcla de reaccion a vacio, se diluyé con CH.Cl, y se lavo con
H20. Se seco (MgS0,) la fase orgéanica, se filtr6 y se evapor6 el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna (eluyente: CH.Cl,/MeOH 100/0-95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se
evaporé el disolvente proporcionando 0,300 g de un aceite incoloro (compuesto E38, que es la base libre de
compuesto E36). Se convirtié el compuesto E38 (enantiomero S) en su sal de HCI: Se disolvid el aceite en DIPE y se
traté con HCI 6 N en 2-propanol y se agité esta mezcla durante 5 horas. Se separd un precipitado de color amarillo
mediante filtracion y se secd (horno de vacio, 65°C, 3 dias). Rendimiento: 0,237 g de compuesto E36 (58%;
enantiomero S; sal de HCI).

Las tablas 1 y 2 indican compuestos de férmula (I) que se prepararon en analogia a uno de los ejemplos anteriores
(n.° de ej.).
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Tabla 1:

R®

K[OH

e

RIS SN NH
N\G;KRs2
F
F
N.° de comp. N.°de ej. R' R? R® es!tn;?ercr)rlﬁciiﬂéinca

E6 Bl 2-CHj H -CHs enantiomero S(+)
E26 Bl 2-CHj H -CHs enantiomero R(-)
E10 B3 2-CH3 H -CH2CH3 mezcla racémica
E15 B4 2-CHj H -CH,CH3 enantiomero (-)
E16 B4 2-CHj H -CH,CH3 enantiomero (+)
E3 B3 2-CH3 H -CH2CH2CH3 mezcla racémica
E1l1 B4 2-CHs H -CH,CH>CH3 enantiomero (-)
E12 B4 2-CHs H -CH,CH>CH3 enantiomero (+)
El B1 2-CHs 6-CHs -CHs enantiomero S(+)
E27 B1 2-CHs 6-CHs -CHs enantiomero R(-)
E8 B1 2-CH3 6-CH3 -CH2CH3 mezcla racémica
E13 B4 2-CHs 6-CHs -CH,CH3 enantiomero (-)
El4 B4 2-CHs 6-CHs -CH,CH3 enantiomero (+)
E7 B1 2-CH3 6-CH3 -CH;CH2CH3 mezcla racémica
E4 B4 2-CHs 6-CHs -CH,CH>CH3 enantiomero (-)
E5 B4 2-CHs 6-CHs -CH,CH>CH3 enantiomero (+)
E9 B2 2-NHCH,CH,0OCHj5 H -CHs enantiomero S(+)
E25 B2 2-NHCH,CHj3 H -CH3 enantiomero R(-)
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Tabla 2:
R®
OH
N—N
3 ~ \
RI—2 Y N7 NH
N\s/\/R:
R R®
R
N.° de comp. | N.° de ej. R R R |RY 5 RE Informe;/cfiglrwmeastdeéesoa?uimica
E17 B1 2-CH3 H Cl | H H -CH3 enantiomero S(+)
E19 B1 2-CH3 H -CHs3 | F H -CH3 enantiomero S(+)
E38 B9 2-CHjs H F | H|-OCHs -CHs enantibmero S
E36 B9 2-CH3 H F H | -OCHs -CH3 enantiémero S, sal de HCI
E20 B1 2-CHj3 H -CF3 | H | -OCHjs -CH3 enantiomero S(+)
E28 B1 2-CHj3 H -CF3 | H | -OCHjs -CH3 enantiomero R(-)
E18 B1 2-CH3 6-CHs | ClI H H -CHs3 enantiomero R(-)
E21 B1 2-CH3 6-CHs; | ClI | H H -CH3 enantiomero S(+)
E22 B3 2-CH3 6-CHsz | ClI | H H -CH2CH3 mezcla racémica
E23 B4 2-CH3 6-CHs; | ClI | H H -CH>CH3 enantiomero (-)
E24 B4 2-CH3 6-CHs; | ClI | H H -CH>CH3 enantiomero (+)
E39 B5 2-CH3 6-CHs | F H | -OCHjs -CH3 enantiomero S(+)
E37 B5 2-CH3 6-CHs | F H | -OCHjs -CH3 enantiomero S(+), sal de HCI
E30 B5 2-CH3 6-CH3 | -CF3 | H | -OCH3 -CH3 enantiomero S(+)
E29 B2 2-NHCH,CH3 H Cl | H H -CHs3 enantiomero R(-)
E2 B2 2-NHCH,CH3; H Cl | H H -CH3 enantiomero S(+)

26




10

15

20

25

30

35

40

ES 2424023 T3

Tabla 3:
OH
N—N
2 S NP
RI—C 7 'N° TNH
N e ;
6 R?
RS
R4
N.° de comp. N.° de €. R R R | R inform?/cfig:wme:tdeerioa?uimica
E31 B7 2-CH3 H F F enantiomero S
E34 B6 2-CH3 6-CH3 H | Cl enantiomero S
E35 B8 2-CHs 6-CHs H | Cl enantiomero S, sal de HCI
E32 B6 2-CH3 6-CH3 F F enantiomero S
E33 B6 2-CH3 6-CH3 F enantiomero S, sal de HCI

C. PARTE ANALITICA

CL-EM

Procedimiento general A

Se llevo a cabo la medicion de HPLC usando un sistema Alliance HT 2790 (Waters) que comprendia una bomba
cuaternaria con desgasificador, un inyector automatico, un horno de columna (fijado a 40°C, a menos que se indique
lo contrario), un detector por red de diodos (DAD) y una columna tal como se especifica en los métodos respectivos
a continuacioén. Se dividi6 el flujo de la columna a un espectrometro de EM. Se configur6 el detector de EM con una
fuente de ionizacidn por electrospray. Se adquirieron espectros de masa barriendo desde 100 hasta 1000 en
1 segundo usando un tiempo de permanencia de 0,1 segundos. El voltaje de aguja capilar fue de 3 kV y se mantuvo
la temperatura de la fuente a 140°C. Se us0 nitrdgeno como gas nebulizador. Se llevé a cabo la adquisicion de datos
con un sistema de datos Waters-Micromass MassLynx-Openlynx.

Procedimiento general B

Se llevé a cabo la medicién de CL usando un sistema Acquity UPLC (Waters) que comprendia una bomba binaria,
un organizador de muestras, un calentador de columna (fijado a 55°C), un detector por red de diodos (DAD) y una
columna tal como se especifica en los métodos respectivos a continuacion. Se dividié el flujo de la columna a un
espectrometro de EM. Se configuro el detector de EM con una fuente de ionizacién por electrospray. Se adquirieron
espectros de masa barriendo desde 100 hasta 1000 en 0,18 segundos usando un tiempo de permanencia de
0,02 segundos. El voltaje de aguja capilar fue de 3,5 kV y se mantuvo la temperatura de la fuente a 140°C. Se uso6
nitrégeno como gas nebulizador. Se llevé a cabo la adquisicién de datos con un sistema de datos Waters-Micromass
MassLynx-Openlynx.

CL-EM - Procedimiento 1

Ademas del procedimiento general A: se llevo a cabo HPLC de fase inversa en una columna Xterra MS C18 (3,5 um,
4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon tres fases moviles (fase mavil A: el 95% de
acetato de amonio 25 mM + el 5% de acetonitrilo; fase mévil B: acetonitrilo; fase movil C: metanol) para realizar una
condicion de gradiente de desde el 100% de A hasta el 1% de A, el 49% de By el 50% de C en 6,5 minutos, hasta el
1% de Ay el 99% de B en 1 minuto y se mantener esas condiciones durante 1 minuto y volver a equilibrar con el
100% de A durante 1,5 minutos. Se us6 un volumen de inyeccién de 10 pl. El voltaje de cono fue de 10 V para un
modo de ionizacion positiva y de 20 V para un modo de ionizacion negativa.

CL-EM - Procedimiento 2

Ademas del procedimiento general A: se fij6 el calentador de columna a 60°C. Se llevé a cabo HPLC de fase inversa
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en una columna Xterra MS C18 (3,5 um, 4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon tres
fases moviles (fase movil A: el 95% de acetato de amonio 25 mM + el 5% de acetonitrilo; fase mévil B: acetonitrilo;
fase movil C: metanol) para realizar una condiciéon de gradiente de desde el 100% de A hasta el 50% de By el 50%
de C en 6,5 minutos, hasta el 100% de B en 0,5 minutos y mantener esas condiciones durante 1 minuto y volver a
equilibrar con el 100% de A durante 1,5 minutos. Se us6 un volumen de inyeccién de 10 pl. El voltaje de cono fue de
10 V para un modo de ionizacion positiva y de 20 V para un modo de ionizacién negativa.

CL-EM - Procedimiento 3

Ademas del procedimiento general A: se llevo a cabo HPLC de fase inversa en una columna Atlantis C18 (3,5 um,
4,6 x 100 mm) (3,5 um, 4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon dos fases moviles
(fase movil A: el 70% de metanol + el 30% de H-O; fase movil B: acido férmico al 0,1% en H,O/metanol 95/5) para
realizar una condicién de gradiente de desde el 100% de B hasta el 5% de B + el 95% de A en 12 minutos. Se us6
un volumen de inyeccion de 10 pl. El voltaje de cono fue de 10 V para un modo de ionizacidn positiva y de 20 V para
un modo de ionizacion negativa.

CL-EM - Procedimiento 4 (sélo usado para los productos intermedios: D1, D2 y D4)

Ademas del procedimiento general A: se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Chromolith (4,6 x
25 mm) con una velocidad de flujo de 3 ml/min. Se emplearon tres fases moviles (fase mévil A: el 95% de acetato de
amonio 25 mM + el 5% de acetonitrilo; fase moévil B: acetonitrilo; fase movil C: metanol) para realizar una condicién
de gradiente de desde el 96% de A, el 2% de By el 2% de C, hasta el 49% de B y el 49% de C en 0,9 minutos,
hasta el 100% de B en 0,3 minutos y mantener durante 0,2 minutos. Se us6 un volumen de inyeccion de 2 pl. El
voltaje de cono fue de 10 V para un modo de ionizacién positiva y de 20 V para un modo de ionizacion negativa.

CL-EM - Procedimiento 5

Ademas del procedimiento general A: se fijo el calentador de columna a 45°C. Se llevé a cabo HPLC de fase inversa
en una columna Atlantis C18 (3,5 um, 4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon dos
fases moviles (fase movil A: el 70% de metanol + el 30% de H;O; fase movil B: acido formico al 0,1% en
H>O/metanol 95/5) para realizar una condicién de gradiente de desde el 100% de B hasta el 5% de B + el 95% de A
en 9 minutos y mantener estas condiciones durante 3 minutos. Se usé un volumen de inyeccion de 10 pl. El voltaje
de cono fue de 10 V para un modo de ionizacion positiva y de 20 V para un modo de ionizacion negativa.

CL-EM - Procedimiento 6

Ademas del procedimiento general B: se llevé a cabo UPLC (cromatografia de liquidos de ultra resolucién) de fase
inversa en una columna con puente hibrido de etilsiloxano/silice (BEH) C18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm; Waters Acquity)
con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: acido formico al 0,1% en
H,O/metanol 95/5; fase movil B: metanol) para realizar una condicion de gradiente de desde el 95% de Ay el 5% de
B hasta el 5% de Ay el 95% de B en 1,3 minutos y mantener durante 0,2 minutos. Se us6 un volumen de inyeccion
de 0,5 pl. El voltaje de cono fue de 10 V para un modo de ionizacion positiva y de 20 V para un modo de ionizacion
negativa.

Puntos de fusion

Se determinaron los puntos de fusion (p.f.) para varios compuestos con un aparto DSC823e (Mettler-Toledo). Se
midieron los puntos de fusion con un gradiente de temperatura de 30°C/minuto. La temperatura maxima fue de
400°C.

Se obtuvieron valores con incertidumbres experimentales que estan asociadas comunmente con este método
analitico.

Tabla 4: Datos analiticos - Tiempo de retencion (R; en minutos), pico [M-H] y procedimiento de CL-EM. Cuando un
compuesto es una mezcla de isomeros que dan diferentes picos en el método de CL-EM, sélo se da el tiempo de
retencion del componente principal en la tabla de CL-EM.

N.°de comp. Ry [M-H] Procedimiento CL-EM
D1 1,07 340 4
D4 0,97 392 4
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Tabla 5: Datos analiticos - Tiempo de retencion (R; en minutos), pico [M+H]*, procedimiento de CL-EM y puntos de
fusion (p.f. se define como punto de fusién). Cuando un compuesto es una mezcla de isomeros que dan diferentes
picos en el método de CL-EM, sélo se da el tiempo de retencién del componente principal en la tabla de CL-EM.

N.°de comp. R: [M+H]* Procedimiento CL-EM p.f. (°C)
D2 1,04 356 4 n.d.
E6 5,33 360 1 142,72
E1l 5,51 374 1 166,04
E9 5,40 419 1 137,06
E15 5,64 374 1 133,10
E16 5,65 374 1 134,82
E5 7,66 402 3 135,00
E4 7,68 402 3 134,60
E12 8,04 388 3 120,50
E11 8,03 388 3 121,64
E2 5,67 387 1 161,99
E17 5,45 358 1 144,31
E13 5,80 388 1 141,14
E14 5,81 388 1 139,48
E18 7,26 372 3 no concluyente
E19 5,36 356 1 133,85
E20 5,76 422 1 120,54
E21 7,27 372 3 no concluyente
E3 5,95 388 1 137,96
E22 6,01 386 1 n.d.
E23 5,69 386 2 127,44
E24 5,70 386 2 no concluyente
E7 6,09 402 1 158,22
ES8 5,80 388 1 152,48
E10 5,64 374 1 161,40
E26 5,34 360 1 145,29
E25 5,51 389 1 156,18
E27 5,47 374 1 no concluyente
E28 8,29 422 5 117,16
E29 6,83 387 5 158,66
E30 5,96 436 1 166,05
E31 5,46 378 | no concluyente
E32 5,37 392 2 no concluyente
E33 5,38 392 2 237,44
E34 5,56 390 2 no concluyente
E35 6,03 390 1 no concluyente
E36 1,20 372 6 no concluyente
E37 6,68 386 5 no concluyente
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E38 n.d. n.d. - n.d.

E39 n.d. n.d. - n.d.

n.d.: no determinado

Rotacion optica:

Se midio la rotacién optica usando un polarimetro Perkin Elmer 341. [a]DZO indica la rotacién 6ptica medida con luz a
la longitud de onda de la linea D de sodio (589 nm) a una temperatura de 20°C. La longitud de trayectoria de célula
es de 1 dm. Detras del valor real se mencionan la concentracion y el disolvente de la disolucion que se usé para
medir la rotacion optica.

Tabla 6: Datos analiticos - Rotacién éptica

N.° de comp. [a]o®° concentracion disolvente
E6 +47,42° 0,4660% p/v MeOH
E2 +51,10° 0,4286% plv MeOH
E1l +45,63° 0,4624% plv MeOH
E15 -41,99° 0,3882% plv MeOH
E16 +41,69° 0,5494% plv MeOH
E17 +49,47° 0,2850% plv MeOH
E18 -46,63° 0,4396% plv MeOH
E19 +44,52° 0,4358% plv MeOH
E5 +36,74° 0,3402% plv MeOH
E9 +41,82° 0,3826% pl/v MeOH
E4 -36,39° 0,3188% plv MeOH
E12 +37,42° 0,3474% plv MeOH
E11l -38,53° 0,3348% plv MeOH
E13 -40,97° 0,2880% plv MeOH
E26 -46,37° 0,3860% pl/v MeOH
E25 -42,42° 0,4856% plv MeOH
E1l4 +38,69° 0,3076% plv MeOH
E20 +42,58° 0,4674% plv MeOH
E21 +47,41° 0,4134% plv MeOH
E23 -44,30° 0,4740% plv MeOH
E24 +44,62° 0,4370%% plv MeOH
E27 -46,37° 0,4982%% plv MeOH
E28 -42,10° 0,4822% plv MeOH
E29 -50,75° 0,3448% plv MeOH
E30 +41,04° 0,2924% plv MeOH
E37 +24,34° 0,3944% plv MeOH
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D. EJEMPLOS FARMACOLOGICOS

Ejemplo D.1: obtencién de iméagenes con flujo de Ca** (FDSS)

Materiales
a) Tampon de ensayo

Solucién salina tamponada de Hanks (HBSS, Invitrogen, Bélgica), complementada con HEPES 10 mM (Invitrogen,
Bélgica), CaCl, hasta una concentracién final de 5 mM, albumina de suero bovino al 0,1% (Sigma-Aldrich NV,
Bélgica).

b) Colorante sensible a calcio - Fluo-4AM

Se disolvié Fluo-4AM (Molecular Probes, EE.UU.) en DMSO que contenia acido plurdnico al 10% (Molecular Probes,
EE.UU.) dando una disolucion madre que se diluyé en tampdn de ensayo complementado con probenicid 5 mM
(Sigma, Aldrich NV, Bélgica) para dar una concentracion final de 2 uM.

c) Placas de 384 pocillos

Placas negras/transparentes de placa de 384 pocillos negra, prerecubiertas con PDL (Coming, Incorporated,
EE.UU.).

d) Medicion de flujo de calcio

Se uso un sistema de exploracién de farmacos funcional (FDSS, Hamamatsu) para medir sefiales de flujo de calcio
libre intracelulares.

Método

Se cultivaron monocapas de células GH4CIl que expresan nAChR ha7-wt en placas de miltiples pocillos, en
particular placas de 384 pocillos de fondo transparente, con lado negro, recubiertas con poli-D-lisina durante
24 horas antes de la carga con un indicador de calcio fluorescente, en una realizacion particular cargando con fluo-
4AM durante hasta 120 minutos.

Se detecto la actividad de PAM en tiempo real aplicando el compuesto que iba a someterse a prueba a las células
cargadas junto con un agonista de receptor nicotinico a7 durante monitorizacién constante de la movilizacién de
calcio celular mediante fluorescencia en un FDSS. Se consider6 que compuestos que daban respuestas
fluorescentes maximas mayores que la respuesta debida a agonista solo, eran PAM de nAChR o7. En una
realizacién particular, el agonista de receptor nicotinico a7 fue colina, una realizacién mas particular aplicaba colina
a una concentracién inferior a la maxima de 100 uM. En una configuracion adicional de la presente invencion se
aplicaron los compuestos que iban a someterse a prueba antes que el agonista de receptor nicotinico o7, en una
realizacion particular hasta 10 minutos antes que el agonista.

Se calcul6 una respuesta control a colina en cada placa a partir de la diferencia en pico en fluorescencia en pocillos
gue recibian o bien colina o bien tamp6n de ensayo solo. Se sometieron a prueba los compuestos de la presente
invencion a un intervalo de concentracion de desde 0,01 uM hasta 30 uM. Se considerd que los compuestos tenian
una actividad interesante cuando potenciaban la sefial de colina al menos con un 200% cuando se sometian a
prueba a una concentracion de 30 puM (la eficacia de colina 100 uM se defini6 como el 100% en ausencia de un
PAM).

Se estimaron los valores de CEsp (potencia), efecto maximo (% de eficacia) y pendientes de Hill ajustando la
ecuacion sigmoidea en relacion con los datos usando GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
Se determin6 una CEsp (0 pCEsp) como una concentracion en relacion con la mitad del efecto maximo, cuando se
obtuvo una curva sigmoidea clara con meseta superior.

Los compuestos de la presente invencién también tienen un efecto de potenciacion sobre la respuesta a colina
cuando se mide mediante electrofisiologia de fijacion de voltaje de célula completa en células GH4CIl que
sobreexpresan de manera estable el receptor a7 de tipo natural humano, tal como se describe a continuacion en el
presente documento.

Ejemplo D.2: Registro de fijacién de voltaje de célula completa

El registro de fijacion de voltaje de célula completa de células de mamifero ha proporcionado un medio potente para
evaluar la funcién de proteinas de membrana que se cree que son subunidades de canales ionicos regulados por
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ligando. La activacién de tales proteinas mediante ligandos enddégenos o exégenos provoca la apertura de un poro
asociado con el receptor a través del cual fluyen iones hacia abajo de su gradiente electroquimico. En el caso de la
linea celular recombinante GH4C1 que expresa nAChR hoa7-wt, la permeabilidad preferencial a calcio de este
receptor significa que el calcio fluye al interior de la célula tras la activacion mediante ACh, colina y otros ligandos
nicéticos dando lugar a una corriente de calcio. Puesto que este receptor se desensibiliza rapidamente en presencia
de un agonista, es importante que se use un sistema de aplicacion que pueda cambiar muy rapidamente de
disoluciones (< 100 ms) para impedir una desensibilizacion parcial o completa de respuestas de receptor
coincidentes con el momento de aplicacion del agonista. Por consiguiente, una segunda técnica conveniente para
evaluar la potenciacién de la eficacia nicotinica es el registro de fijacion de voltaje de célula completa de células
GHA4C1 que expresan nAChR ha7-wt acoplado con un sistema de aplicacion rapida.

Materiales
a) Tampones de ensayo

La disolucién de registro externo consistia en NaCl 152 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, calcio 1 mM, HEPES 10 mM;
pH 7,3. La disolucién de registro interno consistia en CsCl 140 mM, HEPES 10 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 1 mM,
pH 7,3.

b) Se llevaron a cabo registros electrofisiolégicos de fijacion de voltaje usando un amplificador de registro
electrofisiolégico de fijacion de voltaje (Multiclamp 700A, Axon Instruments, CA, EE.UU.). Se fij6 el voltaje del
potencial de membrana de células GH4CI que expresan nAChR ha7-wt en la configuracion de célula completa
(Hamill et al, 1981) con un electrodo de vidrio de borosilicato con una resistencia de punta de 1,5-3 MQ cuando se
llena con la disolucion de registro interno. Se realizaron registros en células con resistencia de membrana >500 MQ
y mas preferiblemente 1 GQ y resistencia en serie <15 MQ con al menos el 60% de compensacion de resistencia en
serie. Se fijo el potencial de membrana a -70 mV.

c) Agonistas
Se adquirieron ACh, colina de Sigma-Aldrich NV, Bélgica.
d) Aplicacién de compuesto

Se us6 un sistema de microfluidos Dynflow DF-16 de 16 canales (Cellectricon, Suecia) para cambio rapido de
disoluciones (tiempo de resolucion de cambio <100 ms) para aplicar control, agonista y compuestos PAM a células
GH4C1 que expresan nAChR ha7-wt.

Método

Se sembraron en placa células GH4C1 que expresan nAChR ha7-wt en disolucion de registro externo en la camara
de perfusion Dynaflow y se dejaron reposar durante hasta 20 minutos. Se sometieron células individuales a registro
electrofisiolégico de fijacion de voltaje como células completas y se desprendieron suavemente del fondo de la
camara con la pipeta de registro fisiolégico de fijacidon de voltaje en una corriente de perfusion de flujo continuo (0,75
pl/min.) de disolucion de registro externo. Se detecté la actividad de PAM en tiempo real mediante la aplicacion
previa de los compuestos que iban a someterse a prueba a las células cargadas seguida por un agonista de receptor
nicotinico a7 durante monitorizacion constante de corriente de membrana celular. Se considerd que compuestos que
daban respuestas de corriente mayores que la respuesta debida a agonista solo eran PAM de nAChR a7. En una
realizacién particular, se activd el agonista de receptor nicotinico o7 mediante un agonista nicotinico no selectivo, en
una realizacion mas particular el agonista era colina, y una realizacién incluso mas particular aplicé colina a una
concentracion inferior a la maxima de 1 mM. En una configuracién adicional de la presente invencién se aplicaron los
compuestos que iban a someterse a prueba antes que el agonista de receptor nicotinico a7, en una realizaciébn mas
particular hasta 30 segundos antes que el agonista. Se calculé una respuesta control a partir del area bajo la curva
de la corriente provocada en cada célula para una aplicacion de colina inferior a la maxima durante 250 ms. El area
bajo la curva es la integracion de la corriente neta a lo largo del tiempo y es una representacion comun del flujo de
iones total a través del canal. Se calcularon aumentos en la eficacia de agonista provocados por un modulador
alostérico positivo como porcentaje de potenciacion del “area bajo la curva” (AUC) de la respuesta a agonista. Una
potenciacion mayor que el AUC de control provocada por los compuestos de la invencién indica que se espera que
tengan una actividad terapéutica util.
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Tabla 7: Potencia (pCEso) y % de eficacia para varios compuestos.

N.° de compuesto pCE50 % de eficacia Tipo de PAM
E15 6,17 1580 1
E17 5,92 4040 2
E2 6,45 1150 2
E6 6,02 2200 2
El 6,23 1680 2
E9 6,03 1000 2
E1l4 6,50 1400 2
E16 6,38 4580 2
E11l 6,45 1150 1
E12 6,58 2160 2
E4 6,68 1010 n.d.
E5 6,69 1920 2
E13 6,61 490 1
E18 5,89 1260 1
E19 5,71 2460 2
E20 6,67 4660 4
E21 6,08 3500 2
E25 6,16 1390 1
E26 6,11 580 1
E23 6,05 1640 1
E24 6,07 4570 2
E27 6,00 1270 2
E28 5,75 5210 2
E29 5,99 2010 1
E30 6,70 3940 2
E31 6,26 3050 2
E32 6,29 2600 2
E33 6,36 1560 n.d.
E34 6,50 2520 2
E35 6,33 1900 2
E36 5,68 4260 2
E37 5,80 1420 2
E38 n.d. n.d. n.d.
E39 n.d. n.d. n.d.

Los compuestos de tipo 1 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM pero alteran
minimamente la cinética del receptor. En particular, no se afecta la tasa ni el grado de desensibilizacion provocada
por el agonista. Por tanto, la respuesta modulada por el compuesto a colina 1 mM es una escala proxima a la lineal
de la respuesta a colina 1 mM en ausencia del compuesto PAM a7.

Los compuestos de tipo 2 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM mientras que
reducen la tasa y/o el grado de desensibilizacion.
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Los compuestos de tipo 3 potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM. Cuando se
someten a prueba a concentraciones superiores de hasta 10 uM inhiben completamente la desensibilizacion, en
particular una aplicacién de colina 1 mM de 250 milisegundos.

Los compuestos de tipo 4 permiten una desensibilizacién inicial del receptor seguida por una reapertura del receptor
durante la aplicacion del agonista. A concentraciones de baja potencia del compuesto PAM a7, la activacion
inducida por agonista, que va seguida por desensibilizacién, todavia puede separarse de la reapertura inducida por
compuesto como un maximo de corriente de entrada inicial. A concentraciones de potencia superior del compuesto
PAM o7, la reapertura se produce mas rapido que el cierre debido a desensibilizacién de modo que desaparece el
maximo de corriente inicial.

Sorprendentemente, la estereoquimica absoluta tiene un impacto sobre el tipo de modulacién: en casi todos los
casos los compuestos levégiros, que supuestamente tienen todos una configuracion R absoluta, son moduladores
de tipo 1, mientras que los compuestos dextrégiros correspondientes, que supuestamente tienen todos una
configuracion S absoluta, son moduladores de tipo 2. Sin embargo, de manera inesperada, el compuesto levogiro
E28 es un modulador de tipo 2, mientras que el compuesto dextrogiro correspondiente E20 es un modulador de tipo
4,

Ejemplo D.3: hERG

La afinidad de union de todos los compuestos sometidos a prueba de la presente invencion en el canal de potasio
hERG estéa por encima de 10 uM (pClsg < 5).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto segun la formula (1)

HO
Rs N—"N
\>‘NH
= I N
" 7\
N\/ RS
\R2 Rs/—
(1) R

o una forma estereoisomérica del mismo, en la que:

R!es metilo, etilamino o metoxietilamino;

R? es hidrégeno o metilo;

R? es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R*es hidrégeno o fluoro;

R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;

R® es alquilo Cy.3;

0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Compuesto segun la reivindicacion 1 de férmula (I-a)

HO

Rs N—N

- \N>_ A

R1—I- ,
N\/\ Rs
R
(I-a) Rs R4
o una forma estereoisomérica del mismo, en la que:
R'es metilo, etilamino o metoxietilamino;
R? es hidrégeno o metilo;
R es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R* es hidrégeno o fluoro;
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R’ es hidrégeno, fluoro o metoxilo;

R® es alquilo Cy.3;

0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Compuesto segun la reivindicaciéon 1 o una forma estereocisomérica del mismo, en el que:

R' es 2-metilo, 2-etilamino o 2-metoxietilamino;

R? es hidrégeno o 6-metilo;

R%es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R* es hidrégeno o fluoro;

R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;

R® es alquilo Cy.3;

0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1 o una forma estereoisomérica del mismo, en el que:

R!es 2-metilo, 2-etilamino o 2-metoxietilamino;

R? es hidrégeno o 6-metilo;

R® es fluoro, cloro, trifluorometilo o metilo;

R*es hidrégeno o fluoro;

R® es hidrégeno, fluoro, cloro o metoxilo;

R°® es metilo;

0 una sal o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Compuesto segun la reivindicacion 1, siendo el compuesto:
(S)-1-[3-(3,4-difluoro-fenilamino)-5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol- 1-il]-butan-2-ol,
(R)-1-[3-(3-cloro-fenilamino)-5-(2-etilamino-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-metoxi-5-trifluorometil-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
sal de HCI de (S)-1-[3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

sal de HCI de (S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,
(S)-1-[5-(2,6-dimetil-piridin-4-il)-3-(3-fluoro-5-metoxi-fenilamino)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

0 (S)-1-[3-(4-fluoro-3-metil-fenilamino)-5-(2-metil-piridin-4-il)-[1,2,4]triazol-1-il]-butan-2-ol,

incluyendo cualquier forma estereoisomérica de los mismos o una sal de adiciéon o un solvato farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

6. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso como medicamento.
7. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en el tratamiento o la prevencion de

una enfermedad o estado seleccionado de trastornos psicéticos, enfermedades o trastornos de deficiencia
intelectual, estados o enfermedades inflamatorias en las que la modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa.
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8. Composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y como principio activo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Proceso de preparacion de una composicion segun la reivindicacién 8, caracterizado porque se mezcla
intimamente un portador farmacéuticamente aceptable con una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

10. Producto que comprende:

(a) un compuesto segun la reivindicacién 1, y

(b) un agonista de receptor nicotinico a7,

como una preparacion combinada para su uso simultaneo, separado o secuencial en la prevencién o el tratamiento
de enfermedades en las que la modulacion del receptor nicotinico a7 es beneficiosa.
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