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DESCRIPCION
Ligandos de PDE10 radiomarcados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a ligandos de PDE10 radiomarcados selectivos, novedosos, que son Utiles para la
obtencion de imagenes y la cuantificacion de la enzima PDE10A en tejidos, usando tomografia de emision de
positrones (PET). La invenciéon también se refiere a composiciones que comprenden tales compuestos, a
procedimientos para preparar tales compuestos y composiciones, y al uso de tales compuestos y composiciones
para la obtencién de imagenes de un tejido, células o un huésped, in vitro o in vivo.

Antecedentes de la invencion

Las fosfodiesterasas (PDE) son una familia de enzimas codificadas por 21 genes y subdivididas en 11 familias
distintas segun las propiedades estructurales y funcionales. Estas enzimas inactivan metabdlicamente segundos
mensajeros intracelulares que se producen ampliamente, adenosina monofosfato 3’,5-ciclico (AMPc) y guanosina
monofosfato 3’,5’-ciclico (GMPc). Estos dos mensajeros regulan una amplia variedad de procesos bioldgicos,
incluyendo la produccién y la accion de mediadores proinflamatorios, la funcién de canales idnicos, la contraccion
muscular, el aprendizaje, la diferenciacion, la apoptosis, la lipogénesis, glucogendlisis y la gluconeogénesis.
Realizan esto mediante la activacion de proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa G (PKG), que a su vez fosforilan
una amplia variedad de sustratos incluyendo factores de transcripcion y canales i6nicos que regulan innumerables
respuestas fisioldgicas. En las neuronas, esto incluye la activacion de cinasas dependientes de AMPc y GMPc y la
fosforilacion posterior de proteinas implicadas en la regulacion aguda de la transmisién sindptica asi como en la
supervivencia y diferenciacién neuronal. Las concentraciones intracelulares de AMPc y GMPc estan estrictamente
reguladas mediante la tasa de biosintesis por ciclasas y mediante la tasa de degradacién por PDE. Las PDE son
hidrolasas que inactivan AMPc y GMPc mediante hidrélisis catalitica del enlace éster en 3, formando el 5'-
monofosfato inactivo (esquema 1).

Esquema 1
X
(1)
. P
OH .,
HO ‘OH
AMPc X =NHz, Y =H 5-AMP/GMP

GMPc X = =0, Y = NH;

Basandose en la especificidad de sustrato, las familias de PDE pueden dividirse en tres grupos: i) las PDE
especificas de AMPc, que incluyen PDE4, 7 y 8; ii) las enzimas PDE5 y 9 selectivas de GMPc; vy iii) las PDE de
sustrato doble, PDE1, 2 y 3, asi como PDE10 y 11. El descubrimiento de la fosfodiesterasa 10A (PDE10A) se
notificd en 1999. De las 11 familias de PDE conocidas, PDE10A tiene la distribucién mas restringida con expresion
elevada s6lo en el cerebro y los testiculos. En el cerebro, ARNm y proteina de PDE10A se expresan altamente en el
cuerpo estriado. Esta distribucién Unica de PDE10A en el cerebro, junto con el aumento de su caracterizacion
farmacoldgica, apunta al posible uso de inhibidores de PDE10A para tratar trastornos neurolégicos y psiquiatricos
tales como esquizofrenia.

La tomografia de emisién de positrones (PET) es una técnica de obtencion de imagenes no invasiva que ofrece la
resolucion espacial y temporal mas alta de todas las técnicas de obtencion de imagenes nucleares y tiene la ventaja
afnadida de que puede permitir la cuantificacién real de concentraciones de trazador en tejidos. Usa radionuclidos
que emiten de positrones tales como, por ejemplo, *0, N, "'C y 8¢ para la deteccién.

El documento WO 2006/072828 (Pfizer) da a conocer compuestos de quinolina heteroaromaticos como inhibidores
de PDE10 selectivos. EI documento WO 2007/129183 (Pfizer) da a conocer compuestos de heteroarilo biciclicos
como inhibidores de PDE10.

Zhude Tu et al. dan a conocer [''Cl-papaverina como trazador de PET para la obtencién de imagenes de PDE10A
(Nuclear Medicine and Biology, 37, 509-516, 2010) y concluyen que no es un radioligando ideal para la obtencién de
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imagenes clinica de PDE10A en el sistema nervioso central. Se opina que se requieren andlogos que tengan
selectividad superior por PDE10A con respecto a PDE3 y propiedades farmacocinéticas mejoradas.

El documento WO 2010/097367 da a conocer compuestos de quinolina radiomarcados, por ejemplo 2-{4-[1-(2-
["®F]fluoroetil)-4-piridin-4-il-1H-pirazol-3-il-fenoximetil}-quinolina, tiles como ligandos de PDE10A.

Sumario de la invencion
La presente invencidn se refiere a un compuesto que tiene la férmula (1)
N |
x
N-R1

P4

N

l, 0
(Rz)n

o una forma estereoisomérica del mismo, en la que
R'es 2-fluoroetilo, 2,2,2-trifluoroetilo o 3-fluoropropilo;
nes1,263;

cada R? es independientemente alquilo Cis, ciclopropilo, alquiloxilo Ci.s, alquiloxilo Cis, halo, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, difluorometoxilo o ciano,

en la que al menos un F es [‘8F],
0 un solvato o una forma de sal del mismo.

La invencion también se refiere a compuestos precursores para la sintesis de los compuestos de féormula (1) tal como
se definié anteriormente, teniendo dichos compuestos la formula (VI).

N/
S
\N’N\(\/}f\OH
N,
I =
Z (V1)

(Ryn

o una forma estereoisomérica de los mismos, en la que
mes162;

nes1,2063;

cada R? es independientemente alquilo C4.3, ciclopropilo, alquiloxilo Ci.3, alquiloxilo C4.3, halo, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, difluorometoxilo o ciano,

o un solvato o una forma de sal del mismo

En el presente documento también se dan a conocer compuestos de referencia que corresponden a los [19F]-
compuestos de formula (1).

Se muestra de manera ilustrativa de la invencién una composicién estéril que comprende un compuesto de férmula
() descrito en el presente documento, disuelto en una formulacién apropiada.
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Se muestra a modo de ejemplo un uso de un compuesto de féormula (l) tal como se describe en el presente
documento para, o un método de, obtencion de imagenes de un tejido, células o un huésped, in vitro o in vivo.

Se muestra adicionalmente a modo de ejemplo de la invencién un método de obtencién de imagenes de un tejido,
células o un huésped, que comprende poner en contacto con o administrar a un tejido, células o un huésped un
compuesto de férmula (I) descrito en el presente documento, y la obtencion de imagenes del tejido, las células o el
huésped con un sistema de obtencion de imagenes mediante tomografia de emisién de positrones.

Adicionalmente, la invencion se refiere a un procedimiento para la preparaciéon de un compuesto segun la formula (1)
tal como se describe en el presente documento, que comprende la etapa de hacer reaccionar un compuesto segun
la formula (V) tal como se describe en el presente documento, con ''CHsl 0 ''CH3OTf en presencia de una base en
un disolvente inerte.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de formula (I) tal como se definié anteriormente en el presente
documento y a los solvatos y las formas de sal farmacéuticamente aceptables de los mismos. La presente invencion
se refiere ademas a compuestos precursores de férmula (VI).

En una realizacion, R' es 2-fluoroetilo.
En otra realizacién R? es 6-metilo, 3,5-dimetilo o 5-metoxilo.

En una realizacién preferida, el compuesto de formula (l) es 2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1H-pirazol-3-
ilffenoxi]metil]-3,5-dimetil-piridina.succinato (B-3).

Los compuestos de férmula (1) y las composiciones que comprenden los compuestos de formula (I) pueden usarse
para la obtencion de imagenes de un tejido, células o un huésped, in vitro o in vivo. En particular, la invencion se
refiere a un método de obtencién de imagenes o de cuantificacion de PDE10A en un tejido, células o un huésped in
vitro o in vivo.

Las células y los tejidos son preferiblemente células y tejidos del sistema nervioso central en los que PDE10 es
abundante. Como ya se menciond, PDE10A es abundante en tejido del sistema nervioso central, mas en particular,
en tejido del sistema nervioso central que forma el cerebro; mas en particular, que forma el cuerpo estriado.

Cuando se realiza el método in vivo, el huésped es un mamifero. En tales casos particulares, el compuesto de
formula (1) se administra por via intravenosa, por ejemplo, mediante inyeccion con una jeringa o por medio de una
via intravenosa periférica, tal como un catéter corto.

Cuando el huésped es un ser humano, el compuesto de formula (I) 0 una composicion estéril que comprende una
solucion salina estéril de un compuesto de formula (1), puede administrarse en particular mediante administracién
intravenosa en el brazo, en cualquier vena identificable, en particular en el dorso de la mano, o en la vena mediana
cubital en el codo.

Por tanto, en una realizacién particular, la invencién se refiere a un método de obtencién de imagenes de un tejido o
células en un mamifero, que comprende la administracién intravenosa de un compuesto de férmula (l), tal como se
define en el presente documento, o una composicion que comprende un compuesto de formula (I) al mamifero, y la
obtencion de imagenes del tejido o las células con un sistema de obtencion de imagenes mediante tomografia de
emision de positrones.

Por tanto, en una realizacion particular adicional, la invencién se refiere a un método de obtencién de imagenes de
un tejido o células en un ser humano, que comprende la administracién intravenosa de un compuesto de formula (1),
tal como se define en el presente documento, o una composicién de solucion salina estéril que comprende un
compuesto de formula (I) al ser humano, y la obtenciéon de imagenes del tejido o las células con un sistema de
obtencion de imagenes mediante tomografia de emision de positrones.

En una realizacion adicional, la invencién se refiere a un método de obtencidén de imagenes o de cuantificacion de
PDE10A en un mamifero, que comprende la administracion intravenosa de un compuesto de férmula (), o una
composicién que comprende un compuesto de formula (I) al mamifero, y la obtenciéon de imagenes con un sistema
de obtencién de imagenes mediante tomografia de emisién de positrones.

En otra realizacion, la invencién se refiere al uso de un compuesto de férmula (l) para la obtencién de imagenes de
un tejido, células o un huésped, in vitro o in vivo, o la invencion se refiere a un compuesto de formula (1), para su uso
en la obtencidn de imagenes de un tejido, células o un huésped in vitro o in vivo, usando tomografia de emision de
positrones.
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Definiciones

“Alquilo C1.3”, por si mismo o en combinaciéon con otros términos indicara un grupo alquilo saturado lineal o
ramificado que tiene 1, 2 6 3 atomos de carbono, por ejemplo metilo, etilo, 1-propilo y 2-propilo.

Tal como se usan en el presente documento, el término “composicién” pretende abarcar un producto que comprende
los componentes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulta, directa o
indirectamente, de combinaciones de los componentes especificados en las cantidades especificadas.

El término “formas estereocisoméricas” tal como se usa anteriormente en el presente documento o a continuacién en
el presente documento, define todas las formas estereoisoméricas posibles que pueden presentar las sales de
adicion de los compuestos segun la férmula (l) y sus sales de adicién. A menos que se mencione o indique lo
contrario, la denominacién quimica de compuestos indica la mezcla de todas las formas estereoquimicamente
isoméricas posibles.

Las sales aceptables de los compuestos de férmula (1) son aquellas en las que el contraiéon es farmacéuticamente
aceptable. Sin embargo, también pueden usarse sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables,
por ejemplo, en la preparacion o purificacion de un compuesto farmacéuticamente aceptable. Todas las sales, sean
farmacéuticamente aceptables o no, estan incluidas dentro del ambito de la presente invencion. Se define que las
sales farmacéuticamente aceptables comprenden las formas de sal de adicién de acido no toxicas, terapéuticamente
activas, que pueden formar los compuestos segun la formula (I). Dichas sales pueden obtenerse tratando la forma
de base de los compuestos segun la férmula (l) con acidos apropiados, por ejemplo acidos inorganicos, por ejemplo
hidracidos halogenados, en particular acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y acido
fosforico; acidos organicos, por ejemplo acido acético, acido hidroxiacético, acido propanoico, acido lactico, acido
piravico, &cido oxalico, acido maldnico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico,
acido citrico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
ciclamico, acido salicilico, acido p-aminosalicilico y acido pamoico.

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

El término “huésped” se refiere a un mamifero, en particular a seres humanos, ratas, ratones, perros y ratas.
El término “célula” se refiere a una célula que expresa o incorpora la enzima PDE10A.

Los compuestos de piridina de la presente invencion difieren estructuralmente de los compuestos de la técnica
anterior en que comprenden invariablemente un resto biciclico heteroaromatico. Funcionalmente difieren en que
tienen lipofilicidad reducida y, por tanto, presentan menos unién no especifica a proteinas y grasa cerebrales,
haciéndolos mas atractivos como posibles radioligandos de PET. En comparacion con 2-{4-[1-(2-["®Flfluoroetil)-4-
piridin-4-il-1H-pirazol-3-il]-fenoximetil}-quinolina, los compuestos de la presente invencién tienen cinéticas mas
rapidas lo que da como resultado tiempos de adquisicion mas cortos en la aplicacion clinica para obtener valores de
volumen de distribucion robustos y alcanzar razones de cuerpo estriado con respecto a cerebelo superiores dando
como resultado imagenes in vivo de calidad superior y cuantificacion mas precisa del potencial de uniéon a PDE10A.

Preparacion

Los compuestos segln la invencion pueden prepararse generalmente mediante una sucesion de etapas, conociendo
el experto en la técnica cada una de ellas. En particular, los compuestos pueden prepararse segun los siguientes
métodos de sintesis.

A. PREPARACION DE LOS COMPUESTOS FINALES

Pueden prepararse compuestos de formula (I) en su versién no radiomarcada mediante métodos de sintesis bien
conocidos por el experto en la técnica. Pueden prepararse compuestos de la invencion, por ejemplo, mediante tres
métodos generales diferentes:

Método A:

Siguiendo la secuencia de reaccion mostrada en el esquema 2.

Esquema 2
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Z—R1
(i1

_ i » 0
(Ry)n (Ry)n

Por tanto, puede hacerse reaccionar el compuesto de foérmula (ll) con un agente alquilante disponible
comercialmente de formula (lll), en la que Z es un grupo saliente adecuado tal como halo, por ejemplo bromo o
yodo, en presencia de una base adecuada tal como carbonato de cesio o carbonato de potasio, en un disolvente
inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada,
normalmente a 100-150°C, usando calentamiento convencional o bajo irradiacion de microondas, durante el tiempo
requerido para lograr que se complete la reaccion, normalmente 10-20 minutos en un horno microondas. La reaccion
de alquilacion proporciona habitualmente una mezcla de los dos regioisémeros posibles, derivados de la alquilacion
en ambos atomos de nitrégeno del anillo de pirazol, que pueden separarse mediante métodos cromatograficos,
mediante o bien cromatografia en columna o bien HPLC. Alternativamente, Z puede ser un grupo hidroxilo, en cuyo
caso la reaccion con el compuesto (ll) puede realizarse usando condiciones de Mitsunobu convencionales, que el
experto en la técnica conoce bien. Por tanto, puede hacerse reaccionar el compuesto (II) con el compuesto (lll) en el
que Z es hidroxilo en presencia de azodicarboxilato de dietilo, di-terc-butilo o diisopropilo y trifenilfosfina, en un
disolvente inerte tal como por ejemplo tetrahidrofurano, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada,
normalmente a 120°C bajo irradiacién de microondas, durante un periodo de tiempo adecuado para permitir que se
complete la reaccion, normalmente 20 minutos. La reaccion de Mitsunobu proporciona habitualmente una mezcla de
los dos regioisdmeros posibles, derivados de la alquilacion en ambos atomos de nitrégeno del anillo de pirazol, que
pueden separarse mediante métodos cromatograficos, mediante o bien cromatografia en columna o bien HPLC.

Método B:

Alternativamente, también pueden prepararse compuestos de formula (I) mediante una secuencia de reaccion tal
como se muestra en el esquema 3.

Esquema 3
N |
N -
| N .
= | o ~N-R1
~ N-Rf Z N
N (R;)n
(V) o

HO N
) | e
(V) P (1)

(Ry)n

Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de féormula (IV) con un compuesto de férmula (V) usando
condiciones de Mitsunobu convencionales, que el experto en la técnica conoce bien. Por tanto, puede hacerse
reaccionar el compuesto (IV) con el compuesto (V) en presencia de azodicarboxilato de dietilo, di-terc-butilo o
diisopropilo y trifenilfosfina, en un disolvente inerte tal como por ejemplo tetrahidrofurano, agitando la mezcla de
reaccion a una temperatura adecuada, normalmente a 120°C bajo irradiaciéon de microondas, durante un periodo de
tiempo adecuado para permitir que se complete la reacciéon, normalmente 15-20 minutos. Los compuestos de
formula (V) o bien estan disponibles comercialmente o bien se describen en la bibliografia quimica y pueden
prepararse mediante procedimientos de sintesis convencionales sencillos bien conocidos por el experto en la
técnica.

Método C:

Alternativamente, también pueden prepararse compuestos de férmula (I) en la que R1 es 2-fluoroetilo o 3-
fluoropropilo, mediante una secuencia de reaccién tal como se muestra en el esquema 4.
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Esquema 4
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Por tanto, en un compuesto de formula (VI) puede transformarse el grupo hidroxilo en un grupo saliente LG
adecuado, tal como metanosulfonato o tosilato, mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica,
proporcionando un producto intermedio de férmula (VIl). Entonces puede sustituirse el grupo saliente por fltior
usando métodos convencionales bien conocidos por el experto en la técnica, tal como, por ejemplo, haciéndolo
reaccionar con fluoruro de tetrabutilamonio en un disolvente inerte tal como por ejemplo tetrahidrofurano, agitando la
mezcla de reaccién a una temperatura adecuada, normalmente a 70°C bajo irradiacion de microondas, durante un
periodo de tiempo adecuado para permitir que se complete la reaccién, normalmente 10 minutos. Alternativamente,
también pueden prepararse compuestos de formula (I) mediante la reaccion directa de un producto intermedio de
formula (VI) con un agente de fluoracién tal como, por ejemplo, trifluoruro de (N,N-dietilamino)azufre (DAST),
mediante procedimientos conocidos en la técnica.

La incorporacion de atomos de fluor radiactivos en la cadena lateral R1 de los compuestos de férmula (1) en la que
R1 es 2-fluoroetilo o 3-fluoropropilo, puede realizarse usando técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo,
mediante la reacmon de un precursor adecuado de férmula (VII) con un reactivo de fluoracién radiactivo nucledfilo,
tal como K[ F]/Kryptof|x® 222 o sales de tetraalquilamonio que mcorporan fluoruro radiactivo, en un disolvente
inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada, usando
calentamiento convencional o bajo irradiacién de microondas, durante el tiempo requerido para lograr que se
complete la reaccion. Alternativamente, también puede realizarse la incorporaciéon de flior radiactivo mediante la
reaccion de alquilacién de un producto intermedio de férmula (II) con o bien 1-bromo-2-['®Flfluoroetano o bien 1-
bromo-3-['®F]fluoropropano, en presencia de una base tal como, por ejemplo carbonato de cesio, en un disolvente
inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada, usando
calentamiento convencional o bajo irradiacién de microondas, durante el tiempo requerido para lograr que se
complete la reaccion, normalmente 15 minutos a 90°C usando calentamiento convencional. En este caso puede
separarse el compuesto (I) radiomarcado deseado del otro regioisémero radiomarcado y del precursor que no ha
reaccionado mediante HPLC.

También puede realizarse la incorporacion de o bien atomos de carbono radiactivos o bien atomos de fluor
radiactivos en los grupos sustituyentes de R2 de los compuestos de férmula () usando tecnlcas radioquimicas bien
conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, puede incorporarse un grupo [ C] -metoxilo mediante la
reaccion de un precursor adecuado de férmula (1), en la que un R2 es OH, con [''C]CHsl o [''C]CHsOTf en presencia
de una base, tal como por ejemplo carbonato de cesio, en un disolvente inerte tal como por ejemplo
dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada usando calentamiento convencional,
durante un periodo de tiempo adecuado para permitir que se complete la reaccion. Puede lograrse la incorporacion
de un atomo de fluor radiactivo en R2, por ejemplo, mediante la reaccion de un precursor adecuado de formula (1) en
la que un R2 es un grupo nitro, un cloro o un bromo en cualquier posicion 4 6 6 del anillo de piridinilo, con un
reactivo de fluoracién radiactivo nucledfilo, tal como K['®F/Kryptofix® 222, en un disolvente inerte tal como, por
ejemplo, dimetilformamida, dimetilsulféxido o acetonitrilo, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura
adecuada usando calentamiento convencional o bajo irradiacién de microondas, durante el tiempo requerido para
lograr que se complete la reaccion.

Pueden realizarse las transformaciones de diferentes grupos funcionales presentes en los compuestos finales, en
otros grupos funcionales segun la férmula (1), mediante métodos de sintesis bien conocidos por el experto en la
técnica. Por tanto, por ejemplo, un compuesto de férmula (I) en la que R2 es un atomo de bromo puede reaccionar
con éster metilico del acido (fluorosulfonil)difluoroacético, en presencia de yoduro de cobre en un disolvente inerte
tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccion a una temperatura adecuada, normalmente
a 120°C, usando calentamiento convencional o bajo irradiacién de microondas, durante el tiempo requerido para
lograr que se complete la reaccién, normalmente 2 h de calentamiento convencional, para proporcionar un
compuesto de formula (l) en la que R2 es trifluorometilo. En otro ejemplo, puede hacerse reaccionar un compuesto
de formula (l) en la que R2 es un dtomo de bromo con un &cido alquil o cicloalquilborénico, en presencia de una
base adecuada tal como, por ejemplo, carbonato de sodio acuoso y un catalizador de complejo de paladio tal como,
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por ejemplo, tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) en un disolvente inerte tal como, por ejemplo, dioxano, agitando la
mezcla de reaccion a una temperatura adecuada usando calentamiento convencional o bajo irradiacion de
microondas, durante el tiempo requerido para lograr que se complete la reaccion, normalmente 15 minutos a 130°C
en un horno microondas, para proporcionar un compuesto de formula (1) en la que R2 es alquilo C+-3 o ciclopropilo.

B. PREPARACION DE LOS COMPUESTOS INTERMEDIOS

Pueden prepararse compuestos intermedios de formula (Il) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante la secuencia de reaccién mostrada en el esquema 5, que se
basa en el método descrito en J. Med. Chem. 2009, 52 (16), 5188-5196.

Esquema 5
\0
Z . N~
o AN \;{ ]
1) N— ~NH
o / =N
5 i ?
e (VI 2} hidrazina Ny
(R,)n L (1)
(Ry)n

Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de férmula (VIII) con dimetoximetil-dimetilamina disponible
comercialmente en exceso, agitando la mezcla de reaccién a temperatura de reflujo durante el tiempo requerido para
lograr que se complete la reaccién, normalmente 1 hora. Tras evaporacion hasta sequedad puede tratarse el residuo
resultante con hidrato de hidrazina en metanol, agitando la mezcla de reaccién a temperatura de reflujo durante el
tiempo requerido para lograr que se complete la reaccién, normalmente 1 hora.

Pueden prepararse compuestos intermedios de formula (VII) mediante una reacciéon en secuencia de tres etapas,
siguiendo esencialmente el mismo método de sintesis tal como se describe en J. Med. Chem. 2009, 52 (16), 5188-
5196, tal como se muestra en el esquema 6.

Esquema 6
0]
o) TN
OH 1) CISOCI - |
2) MeNHOMe
| > (IX) y s |N"“
' 3
{Rz}n A LDA R o [U" [}
n
T (Ry)

Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de férmula (IX) en primer lugar con cloruro de tionilo, con el fin
de formar el cloruro de acilo correspondiente, y luego in situ con O,N-dimetilhidroxilamina, en presencia de una base
adecuada tal como, por ejemplo, trietilamina, en un disolvente inerte tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano,
agitando la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante el tiempo requerido para lograr que se complete la
reaccion, normalmente entre 6 y 18 horas. Posteriormente, puede hacerse reaccionar la N-metoxi-N-metil-
benzamida asi obtenida con 4-picolina, en presencia de un reactivo de organolitio, normalmente diisopropilamida de
litio, en un disolvente inerte y seco tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano, agitando la mezcla de reaccién a -78°C
durante el periodo de tiempo requerido para garantizar que se complete la reaccion.

Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (IX) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante la secuencia de reaccion mostrada en el esquema 7.

Esquema 7
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N 9 OH
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(Ry)n

Por tanto, puede hacerse reaccionar en primer lugar un compuesto de férmula (V) con éster metilico del acido 4-
hidroxibenzoico disponible comercialmente, usando condiciones de Mitsunobu convencionales, que el experto en la
técnica conoce bien. Por tanto, puede hacerse reaccionar el compuesto (V) con éster metilico del acido 4-
hidroxibenzoico en presencia de azodicarboxilato de dietilo, di-terc-butilo o diisopropilo y trifenilfosfina, en un
disolvente inerte tal como por ejemplo tetrahidrofurano, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada,
normalmente a 120°C bajo irradiacién de microondas, durante un periodo de tiempo adecuado para permitir que se
complete la reaccion, normalmente 20 minutos. Posteriormente, puede hidrolizarse el derivado de éster metilico del
compuesto (IX) correspondiente asi obtenido en condiciones basicas, usando una base diluida tal como, por
ejemplo, hidréxido de sodio o hidréxido de potasio acuoso en un disolvente inerte tal como, por ejemplo, metanol,
tetrahidrofurano o una mezcla de metanol/tetrahidrofurano, agitando la mezcla de reacciéon a una temperatura
adecuada, o bien a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo adecuado para permitir que se complete la
reaccion, normalmente 18 horas, o bien a 150°C bajo irradiacion de microondas durante 10 minutos. Los
compuestos de formula (V) o bien estan disponibles comercialmente o bien se describen en la bibliografia quimica y
pueden prepararse mediante procedimientos de sintesis convencionales sencillos bien conocidos por el experto en
la técnica.

Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (IV) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante la secuencia de reaccion mostrada en el esquema 8.

Esquema 8
o
T
EN,N-R1 Hidrogendlisis
7~ -
% (V)
(X)

Por tanto, puede someterse un compuesto de férmula (X) en la que Y es fenilo o 2-quinolinilo a una reaccién de
hidrogendlisis, en un disolvente inerte adecuado tal como, por ejemplo, etanol, en presencia de un catalizador tal
como, por ejemplo, paladio al 5% o al 10% sobre carbono activado, durante un periodo de tiempo que garantiza que
se complete la reaccion, normalmente a 50-80°C y 1 atmoésfera de hidrégeno en un aparato H-Cube.

Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (X) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, por ejemplo, de un modo similar al definido anteriormente en el método A para la sintesis de
los compuestos de formula (1), mediante la secuencia de reaccién mostrada en el esquema 9.

Esquema 9
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Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de formula (XI) en la que Y es fenilo o 2-quinolinilo con un
agente alquilante disponible comercialmente de férmula (lll), en la que Z es un grupo saliente adecuado tal como
halo, por ejemplo bromo o yodo, en presencia de una base adecuada tal como carbonato de cesio o carbonato de
potasio, en un disolvente inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una
temperatura adecuada, normalmente a 100-150°C, usando calentamiento convencional o bajo irradiacion de
microondas, durante el tiempo requerido para lograr que se complete la reaccién, normalmente 5-20 minutos en un
horno microondas. En el caso particular en el que R1 es -CH»-CO-OAIk, la temperatura de reaccion tipica es
temperatura ambiente y el tiempo requerido es de 3 horas. La reaccion de alquilacién proporciona habitualmente una
mezcla de los dos regioisdmeros posibles, derivados de la alquilacion en ambos atomos de nitrégeno del anillo de
pirazol, que pueden separarse mediante métodos cromatograficos, mediante o bien cromatografia en columna o
bien HPLC.

Alternativamente, Z puede ser un grupo hidroxilo, en cuyo caso la reaccion con el compuesto (XI) puede realizarse
usando condiciones de Mitsunobu convencionales, que el experto en la técnica conoce bien. Por tanto, puede
hacerse reaccionar el compuesto (XI) con el compuesto (lll) en el que Z es hidroxilo en presencia de
azodicarboxilato de dietilo, di-terc-butilo o diisopropilo y trifenilfosfina, en un disolvente inerte tal como por ejemplo
tetrahidrofurano, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada, normalmente a 120°C bajo irradiacion
de microondas, durante un periodo de tiempo adecuado para permitir que se complete la reaccion, normalmente 20
minutos. La reaccion de Mitsunobu proporciona habitualmente una mezcla de los dos regioisémeros posibles,
derivados de la alquilacién en ambos atomos de nitrégeno del anillo de pirazol, que pueden separarse mediante
métodos cromatograficos, mediante o bien cromatografia en columna o bien HPLC.

La sintesis del compuesto de formula (XI) en la que Y es fenilo se describe en la solicitud de patente WO
2006/072828. La sintesis del compuesto de formula (XI) en la que Y es 2-quinolinilo se describe en J. Med. Chem.
2009, 52 (16), 5188-5196.

Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (VI) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante la secuencia de reaccion mostrada en el esquema 10.

Esquema 10
N"H N_...
g | s
CNH z ' Y
N WOH N > on
o —_ o
N N
| . | =
z = (V1)
(Rz)n (1) o1g (R _

Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de férmula (lI) con un agente alquilante disponible
comercialmente de férmula (Xll), en la que Z es un grupo saliente adecuado tal como halo, siendo bromo el mas
preferido, en presencia de una base adecuada tal como carbonato de cesio o carbonato de potasio, en un disolvente
inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura adecuada,
normalmente a 100°C, usando calentamiento convencional o bajo irradiacién de microondas, durante el tiempo
requerido para lograr que se complete la reaccion, normalmente 10 minutos en un horno microondas. La reaccion de
alquilacion proporciona habitualmente una mezcla de los dos regioisémeros posibles, derivados de la alquilacion en
ambos atomos de nitrogeno del anillo de pirazol, que pueden separarse mediante métodos cromatograficos,
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mediante o bien cromatografia en columna o bien HPLC.

Alternativamente, también pueden prepararse compuestos de formula (VI-a) en la que n es 1 mediante la secuencia
de reacciones mostrada en el esquema 11.

Esquema 11
="
N N
kbj\l-#'\ B_L Q'ALK ML
fﬁ«\H*-N'NqJ K‘F\_‘N_.f‘ OH

A o
o] —— 3 =
ﬁ”*/ N
"o (X1 5; (Vi-a) (n = 1)
? (Ry)n

Por tanto, puede reducirse el grupo éster de un compuesto de formula (XIIl) dando lugar a alcohol mediante métodos
de sintesis bien conocidos por el experto en la técnica, tal como, por ejemplo, reaccién con borohidruro de sodio o
cianoborohidruro de sodio, en un disolvente inerte adecuado o una mezcla de disolventes, tales como por ejemplo
diclorometano y metanol, agitando la mezcla de reaccion a una temperatura adecuada, normalmente a temperatura
ambiente, durante el tiempo requerido para lograr que se complete la reacciéon, normalmente 2 horas, para
proporcionar el compuesto de férmula (VI-a) enlaque nes 1.

Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (XIll) mediante métodos de sintesis bien conocidos por el
experto en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante la secuencia de reaccion mostrada en el esquema 12.

O )
= I%_JI’ - DLQ'M

L ’NH o l N_J’
e T
|, Ny ;
L”’. w E } (Xn1)

Rn

Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de formula (II) con bromoacetato de metilo o etilo disponible
comercialmente, en presencia de una base adecuada tal como carbonato de cesio o carbonato de potasio, en un
disolvente inerte tal como, por ejemplo, dimetilformamida, agitando la mezcla de reaccién a una temperatura
adecuada, normalmente a temperatura ambiente, durante el tiempo requerido para lograr que se complete la
reaccion, normalmente 3-6 horas, para proporcionar un compuesto de formula (XIIl). La reaccion de alquilacion
proporciona habitualmente una mezcla de los dos regioisomeros posibles, derivados de la alquilacion en ambos
atomos de nitrégeno del anillo de pirazol, que pueden separarse mediante métodos cromatograficos, mediante o
bien cromatografia en columna o bien HPLC.

Esquema 12

(Ry)n

Alternativamente, también puede prepararse un compuesto intermedio de formula (XIll) mediante una secuencia de
reaccion tal como se muestra en el esquema 13.

Esquema 13

11
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Por tanto, puede hacerse reaccionar un compuesto de férmula (IV-a) con un compuesto de férmula (V) usando
condiciones de Mitsunobu convencionales, que el experto en la técnica conoce bien. Por tanto, puede hacerse
reaccionar el compuesto (IV-a) con el compuesto (V) en presencia de azodicarboxilato de dietilo, di-terc-butilo o
diisopropilo y trifenilfosfina, en un disolvente inerte tal como por ejemplo tetrahidrofurano, agitando la mezcla de
reaccion a una temperatura adecuada, normalmente a 120 °C bajo irradiacion de microondas, durante un periodo de
tiempo adecuado para permitir que se complete la reaccién, normalmente 15-20 minutos. Puede sintetizarse el
compuesto de férmula (IV-a) siguiendo la secuencia de reaccién de hidrogendlisis que se mostrd anteriormente en el
esquema 8, partiendo de un compuesto de féormula (X-a) en la que R1 es -CH2-CO-OAIlk, que puede sintetizarse
segun la secuencia de reaccion mostrada anteriormente en el esquema 9.

Se determinoé la actividad de los compuestos de formula (I) midiendo la inhibicion de PDE10A2 - AMPc de rata y la
pCI50 oscil6 entre 6,60 y 8,79. También se midié la selectividad con respecto otras PDE y en todos los casos era >
50 veces y en la mayoria de los compuestos > 100 veces.

Aplicaciones

Los compuestos segun la presente invencion encuentran diversas aplicaciones para la obtencion de imagenes de
tejidos, células o un huésped, tanto in vitro como in vivo. Por tanto, por ejemplo, pueden usarse para mapear la
distribucion diferencial de PDE10 en sujetos de diferente edad y sexo. Ademas, permiten explorar para determinar la
distribucion diferencial de PDE10 en sujetos afectados por diferentes enfermedades o trastornos. Por tanto, la
distribucion anémala puede ser Util en el diagnostico, deteccion de casos, estratificacién de poblaciones de sujetos y
en la monitorizacion de la progresién de la enfermedad en sujetos individuales. Los radioligandos pueden encontrar
utilidad ademas en la determinacion de la ocupacién de sitios de PDE10A por otros ligandos. Como los
radioligandos se administran en cantidades traza, no resultara ningun efecto terapéutico a partir de los mismos.

Parte experimental
l. QUIMICA:

A continuacion en el presente documento, el término “CL/EM” significa cromatografia de liquidos/espectrometria de
masas, “CG/EM” significa cromatografia de gases/espectrometria de masas, “HPLC” significa cromatografia de
liqguidos de alta resolucion, “DCM” significa diclorometano, “DMF” significa dimetilformamida, “EtOAc” significa
acetato de etilo, “THF” significa tetrahidrofurano, “min” significa minutos, “h” significa horas, “R;” significa tiempo de
retencién (en minutos), “[M+H]™ significa la masa protonada de la base libre del compuesto, “[M-H]™ significa la
masa desprotonada de la base libre del compuesto, “p.f.” significa punto de fusion.

Se reali%aron reacciones asistidas por microondas en un reactor de modo Unico: Reactor de microondas Biotage
Initiator = Sixty (Biotage) o en un reactor de modo multiple: MicroSYNTH Labstation (Milestone, Inc.).

Se realizaron reacciones de hidrogenacion en un hidrogenador de flujo continuo H-CUBE® de ThalesNano
Nanotechnology Inc.

Se llevé a cabo cromatografia en capa fina (CCF) sobre placas de gel de silice 60 F254 (Merck) usando disolventes
de calidad para reactivo. Se realiz6 cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice, tamafio de particula
de 230-400 de malla y tamafo de poro de 60 A (Merck) con técnicas convencionales. Se realizé cromatografia en
columna ultrarrdpida automatizada usando cartuchos listos para conectarse de Merck, sobre gel de silice irregular,
tamafo de particula de 15-40 um (columnas ultrarrapidas desechables de fase normal) en un sistema SPOT o
FLASH de Armen Instrument.

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

A. Sintesis de productos intermedios y precursores
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Producto intermedio 1

Ester metilico del 4cido 4-(6-metil-piridin-2-ilmetoxi)-benzoico (I-1)

0]
I\ °<>(0_

Se calentd una mezcla de 6-metil-2-piridinmetanol (7,0 g, 56,84 mmol), 4-hidroxibenzoato de metilo (8,65 g,
56,84 mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (14,65 ml, 73,9 mmol) y trifenilfosfina (19,38 g, 73,9 mmol) en THF
(42 ml) en un horno microondas a 120°C durante 20 min (se dividio la reaccion en 7 lotes). Tras este tiempo, se
extinguié la mezcla con agua, se extrajo con DCM, se evaporé el disolvente hasta sequedad a vacio y se purifico el
residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; heptano/EtOAc desde 80/20 hasta 50/50). Se
recogieron las fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar el producto intermedio deseado I-1
como un aceite naranja puro a alrededor del 50%, siendo la impureza principal éxido de trifenilfosfina. Se uso6 la
mezcla en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional (25 g, 85,5%). C15H15NOs.

Producto intermedio 2

Acido 4-(6-metil-piridin-2-ilmetoxi)-benzoico (I-2)

(o]
e
78\ OH

A una disolucién del producto intermedio I-1 en 150 ml de una mezcla de metanol/THF (2:1) se le afadid hidréxido
de sodio acuoso 2 M (49 ml, 97,2 mmol). Se agit6é la mezcla de reacciéon a temperatura ambiente durante la noche,
después a 60°C durante 2 h. Tras la evaporacién del disolvente organico se lavo la fase acuosa con EtOAc y
entonces se acidificé con HCI diluido hasta que el pH fue de 5-6. Se separo6 por filtracion el compuesto intermedio I-2
que precipitd, se secd y se usé para la siguiente etapa de reaccion sin purificacién adicional (9,0 g, 76,2%).
C14H13NOs.

Producto intermedio 3

N-Metoxi-N-metil-4-(6-metil-piridin-2-ilmetoxi)-benzamida (I-3)
i (o]
o O
7\ N—O

Se agité una mezcla del producto intermedio 1-2 (9,0 g, 37,0 mmol) y cloruro de tionilo (50 ml) a temperatura
ambiente durante 3 h. Entonces se concentrd la mezcla hasta sequedad y se disolvié el cloruro de acido bruto en
THF (100 ml). Entonces se afiadieron lentamente trietilamina (20,5 ml, 148 mmol) y clorhidrato O,N-dimetil-
hidroxilamina (10,8 g, 111 mmol). Se agit6é la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Tras
extinguir con agua, se extrajo la mezcla con EtOAc, se seco sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se evapor6 a vacio. Se
purificé el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice; heptano/EtOAc desde 40/60 hasta 0/100) para
dar el compuesto intermedio I-3 como un aceite naranja que se usoé para la siguiente reaccion sin purificacion
adicional (6,2 g, 46,8%). C16H1sN20s.

Producto intermedio 4

2-Piridin-4-il-1-[4-(6-metil-piridin-2-iimetoxi)-fenil]-etanona (I-4)
0

N o] —

\

4 W

A una disolucion de diisopropilamida de litio (disolucion 2 M en THF, 43,3 ml, 86,6 mmol) en THF (35 ml) se le
anadié gota a gota 4-metilpiridina (8,43 ml, 86,6 mmol) a 0°C bajo nitrégeno. Tras 30 min, se enfri hasta -78°C y se
anadieron gota a gota 35 ml de esta disolucion a otra disolucién del producto intermedio -3 (6,2 g, 17,32 mmol) en
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THF (65 ml) también enfriada hasta -78°C. Se agité la mezcla a esta temperatura durante 2 h y entonces se
anadieron gota a gota 20 ml mas de la disolucién preparada inicialmente. Se agitd la disolucion resultante a -78°C
durante una hora adicional. Tras este tiempo, se extinguié la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con DCM. Se
seco la fase organica sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se evapord a vacio. Se lavo el residuo bruto obtenido y se
trituré con dietil éter proporcionando el compuesto intermedio 1-4 (4,7 g, 85,2%) como un so6lido de color amarillo
pélido. C20H13N202.

Producto intermedio 5
2-Metil-6-[4-(4-piridin-4-il-2 H-pirazol-3-il)-fenoximetil]-piridina (I-5)

N

\

I
B\

4

Y/
N O 4
\ N
—_— H
Se agitd una disolucion del producto intermedio -4 (4,7 g, 14,76 mmol) en dimetoximetil-dimetilamina (15 ml) a
reflujo durante 1 h. Tras la evaporacion del disolvente, se disolvi6 el residuo bruto en metanol (50 ml) y se afadio
hidrato de hidrazina (1,08 ml, 22,14 mmol). Se calenté la mezcla de reaccion a reflujo durante 1 h, tiempo tras el que
se evaporé el disolvente proporcionando un residuo sélido que se lavd y trituré con una mezcla de dietil éter/EtOAc,
para proporcionar el compuesto intermedio I-5 (3,4g, 67,3%) como un sélido de color amarillo palido. C21H1gN4O.
CL/EM: Rt 2,48, m/z343 [M + H]* (método 7).

Producto intermedio 6

4-[3-(4-Benciloxi-fenil)-1-(2-fluoroetil)-1 H-pirazol-4-il]-piridina (I-6)

O N\ N
N~ \/\F

Se calentd una mezcla de 4-[3-(4-benciloxi-fenil)-1H-pirazol-4-il]-piridina (6,7 g, 20,47 mmol) que se sintetizd
siguiendo el método descrito en la solicitud de patente WO 2006/072828, 1-bromo-2-fluoroetano (3,12 g, 24,56
mmol) y carbonato de cesio (20 g, 61,4 mmol) en DMF (42 ml) en un horno microondas a 150°C durante 5 min (se
dividio la reaccion en 6 lotes). Tras enfriar hasta temperatura ambiente, se deseché el sélido por filtracién y se
extinguié la disolucién con agua y se extrajo adicionalmente con EtOAc. Se secé la fase organica sobre sulfato de
sodio, se filtr6 y se evapord a vacio. Se purificd el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice;
acetonitrilo/diisopropil éter desde 30/70 hasta 80/20, y luego de nuevo con EtOAc/heptano 70/30). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporaron hasta sequedad proporcionando el compuesto intermedio deseado 1-6 (4 g,
52,3%) como un aceite. Ca3H2FN3O. CL/EM: Rt 4,22, m/z 374 [M + H]" (método 1).

También se aislé el regioisomero correspondiente 1-6” 4-[5-(4-benciloxi-fenil)-1-(2-fluoroetil)-1 H-pirazol-4-il]-piridina a
partir de la purificacion cromatografica (2 g, 26,2%). C23H20FN3O.

Producto intermedio 7

4-[1-(2-Fluoroetil)-4-piridin-4-il-1 H-pirazol-3-il]-fenol (I-7)

Se disolvié el compuesto intermedio 1-6 (4 g, 10,71 mmol) en etanol (200 ml) y se sometié a hidrogenacion en un
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sistema H-Cube® usando Pd/C al 5% como catalizador (modo de hidrégeno completo, 2,5 ml/min) a 80°C y presion
atmosférica. Se evapord el disolvente hasta sequedad a vacio proporcionando el compuesto intermedio I-7 (2,5 g,
82,4%) que se uso para la siguiente reaccion sin purificacion adicional. C1sH14FN3O. CL/EM: Rt 1,57, m/z 284 [M +
H]" (método 8).

Producto intermedio 8

4-[1-(3-Fluoropropil)-4-piridin-4-il-1 H-pirazol-3-il]-fenol (I-8)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto intermedio |-7 pero sustituyendo 4-[3-(4-benciloxi-
fenil)-1-(2-fluoroetil)-1 H-pirazol-4-il]-piridina por 4-[3-(4-benciloxi-fenil)-1-(2-fluoropropil)-1H-pirazol-4-il]-piridina se
proporciono el compuesto intermedio -8 (90%). C17H1sFN3O. CL/EM: Rt 1,81, m/z298 [M + H]* (método 7).

Producto intermedio 9

4-[3-(4-Benciloxi-fenil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)-1 H-pirazol-4-il]-piridina (1-9)

Se calentdé una mezcla de 4-[3-(4-benciloxi-fenil)-1H-pirazol-4-il]-piridina (2,0 g, 6,11 mmol) que se sintetiz6
siguiendo el método descrito en la solicitud de patente WO 2006/072828, 1,1,1-trifluoro-2-yodoetano (0,733 ml,
7,33 mmol) y carbonato de cesio (5,97 g, 18,3 mmol) en DMF (12 ml) en un horno microondas a 120°C durante
20 min. Tras enfriar hasta temperatura ambiente, se extinguié la mezcla con agua y se extrajo adicionalmente con
EtOAc. Se seco la fase organica sobre sulfato de sodio, se filir6 y se evapord a vacio. Se purificd el residuo bruto
mediante cromatografia en columna (gel de silice; acetonitrilo/diisopropil éter desde 50/50 hasta 80/20). Se
recogieron las fracciones deseadas y se evaporaron hasta sequedad proporcionando el compuesto intermedio
deseado I-9 puro a alrededor del 80% (1,2 g, 38,4%) como un aceite. CasH1sF3sN3O. CL/EM: Rt 4,86, m/z 410 [M +
H]" (método 2).

También se aisl6 el regioisémero correspondiente |-9’ 4-[5-(4-benciloxi-fenil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)-1 H-pirazol-4-il}-
piridina a partir de la purificacion cromatografica (0,4 g, 14,6%). Ca3H1sF3N3O.

Producto intermedio 10

4-[4-Piridin-4-il-1-(2,2,2-tritluoroetil)-1 H-pirazol-3-il]-fenol (I-10)

Se disolvié el compuesto intermedio 1-9 en etanol (50 ml) y se sometié a hidrogenacién en un sistema H-Cube®
usando Pd/C al 5% como catalizador (modo de hidrogeno completo, 1,5 ml/min) a 80°C y presion atmosférica. Se
evaporé el disolvente hasta sequedad a vacio proporcionando el compuesto intermedio 1-10 (0,55 g, 75,4%) como
un sélido blanco, que se usé para la siguiente reaccion sin purificacion adicional. C1sH12F3sN3O. CL/EM: Rt 1,82, m/z
320 [M + H]* (método 7).
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Producto intermedio 11

Ester metilico del &cido {3-[4-(6-metilpiridin-2-iimetoxi)-fenil)-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-acético (I-11) y éster metilico
del &cido {5-[4-(6-metilpiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il]-acético (I-11’)
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A una disolucién con agitacion del producto intermedio I-5 (0,30 g, 0,876 mmol) en DMF (6 ml) se le anadieron
bromoacetato de metilo (0,10 ml, 1,051 mmol) y carbonato de cesio (0,86 g, 2,63 mmol). Se agité6 la mezcla a
temperatura ambiente durante 6 h. Entonces se extinguié con agua y se extrajo con EtOAc. Se separaron los
disolventes organicos, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron hasta sequedad a vacio. Se purifico el
residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 90/10). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar una mezcla de los dos regioisomeros I-11 e |-11’
que se uso tal cual para la siguiente reaccion sin purificacion adicional (0,21 g, 49,2%). C24H22N4Os.

Producto intermedio 12

2-{3-[4-(6-Metilpiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-etanol (I-12)

N=—

%
N O =
7N\ \N’N\/\

A una disolucién con agitacion de la mezcla de productos intermedios I-11 e I-11’ (0,21 g, 0,507 mmol) en una
mezcla de DCM (4 ml) y metanol (1 ml) se le afadié borohidruro de sodio (0,096 g, 2,536 mmol). Se agité la mezcla
de reaccién a temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se extingui6é la mezcla con agua, se extrajo con mas
DCM, se seco el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se evaporé hasta sequedad. Se purificéd el residuo
bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 90/10). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar el compuesto intermedio 1-12 (0,12 g, 61,2%).
Ca3H22N4O,. CL/EM: Rt 3,48, m/z 387 M+ H]+ (método 3).

También se aislo el regioisomero correspondiente |-12° 2-{5-[4-(6-metilpiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-
il}-etanol a partir de la separacion cromatografica (0,045 g, 23%). CazH2oN4O5.

Producto intermedio 13

Ester metilico del acido {4-piridin-4-il-3-[4-(quinolin-2-ilmetoxi)-fenil]-pirazol-1-il}-acético (I-13) y éster metilico del
acido {4-piridin-4-il-5-[4-(quinolin-2-iimetoxi)-fenil]-pirazol-1-il}-acético (I-13’)
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A una disolucién con agitaciéon de 2-[4-(4-piridin-4-il-2H-pirazol-3-il)-fenoximetil]-quinolina (0,5 g, 1,33 mmol) que se
sintetiz6 siguiendo el método descrito en J. Med. Chem. 2009, 52 (16), 5188-5196, en DMF (10 ml) se le afiadieron
bromoacetato de metilo (0,15 ml, 1,60 mmol) y carbonato de cesio (1,30 g, 3,99 mmol). Se agit6 la mezcla a
temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se extinguié con agua y se extrajo con EtOAc. Se separaron los
disolventes organicos, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron hasta sequedad a vacio. Se purificé el
residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar una mezcla de los dos regioisomeros 1-13 e |-13’
que se uso para la siguiente reacciodn sin purificacion adicional (0,47 g, 47%). C27H22N4Os.

Producto intermedio 14

Ester metilico del acido [3-(4-hidroxifenil)-4-piridin-4-il-pirazol-1-il]-acético (I-14) y éster metilico del &cido [5-(4-
hidroxifenil)-4-piridin-4-il-pirazol-1-il]-acético (I-14’)
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Se disolvié la mezcla de compuestos intermedios I-13 e -13’ (0,47 g, 1,043 mmol) en etanol (20 ml) y se someti6 a
hidrogenacion en un sistema H-Cube® usando Pd/C al 5% como catalizador (modo de hidrégeno completo,
1,5 ml/min) a 70°C y presion atmosférica. Se evapor6d el disolvente hasta sequedad a vacio para dar un aceite
amarillo que se hizo solido mediante tratamiento con DCM. Se lavo el sélido con mas DCM proporcionando una
mezcla de los dos productos intermedios |-14 y 1-14’ que se us0 para la siguiente reaccion sin purificacién adicional
(0,285 g, 73%). C17H15N303. CL/EM: Rt 0,95 (regioisdbmero principal), Rt 1,00 (regioisémeros minoritarios), m/z 310
[M + H]* (método 8).

Producto intermedio 15

Ester metilico del &cido {3-[4-(3,5-dimetilpiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-acético (I-15) y éster
metilico del &cido {5-[4-(3,5-dimetilpiridin-2-iimetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-acético (I-15’)
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Se calenté una mezcla de los dos regioisémeros 1-14 e 1-14’ (0,235 g, 0,760 mmol), 3,5-dimetil-2-hidroximetilpiridina
(0,156 g, 1,14 mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (0,262 g, 1,14 mmol) y trifenilfosfina (0,299 g, 1,14 mmol) en
THF (6 ml) en un horno microondas a 120°C durante 20 min. Tras este tiempo, se extingui6é la mezcla con una
disolucién acuosa saturada de carbonato de sodio, se extrajo con EtOAc, se secd sobre sulfato de sodio y se
evaporé el disolvente hasta sequedad a vacio. Se purificé el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel
de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se evapord el disolvente a vacio
para proporcionar una mezcla de los dos compuestos intermedios I-15 e I-15’ que se usé para la siguiente reaccion
sin purificacién adicional (0,18 g, 55%). C25H24N40Os.

Producto intermedio 16

2-{3-[4-(3,5-Dimetilpiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-etanol (I-16)
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A una disolucién con agitacion de la mezcla de productos intermedios I-15 e 1-15’ (0,18 g, 0,420 mmol) en una
mezcla de DCM (4 ml) y metanol (1 ml) se le afiadié borohidruro de sodio (0,079 g, 2,10 mmol). Se agitd la mezcla
de reaccién a temperatura ambiente durante 1 h. Entonces se extingui6é la mezcla con agua, se extrajo con mas
DCM, se seco el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se evapord hasta sequedad. Se purificd el residuo
bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 90/10). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar el compuesto intermedio 1-16 (0,12 g, 61,2%). No se
aisl6 el otro regioisémero a partir de la separacion cromatografica. CosH2sN4O2. CL/EM: Rt 2,53, m/z 401 [M + HJ*
(método 6).

Producto intermedio 17

Ester metilico del acido {3-[4-(5-metoxipiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-I-il}-acético (I-17) y éster metilico
del acido {5-[4-(5-metoxilopiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-acético (I-17’)
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Se calentdé una mezcla de los dos regioisémeros 1-14 e 1-14’ (0,17 g, 0,550 mmol), (5-metoxi-piridin-2-il)metanol
(0,115 g, 0,825 mmol) tal como se describe en Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 6763-6770, azodicarboxilato de
diisopropilo (0,190 g, 0,825 mmol) y trifenilfosfina (0,216 g, 0,825 mmol) en THF (4 ml) en un horno microondas a
120°C durante 20 min. Tras este tiempo, se evapor6 el disolvente hasta sequedad a vacio y se purificd el residuo
bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evapord el disolvente a vacio para proporcionar una mezcla de los dos compuestos
intermedios 1-17 e I-17’ que se uso para la siguiente reaccién sin purificacion adicional (0,18 g, 76%). C24H22N4O4.

Producto intermedio 18

2-{3-[4-(5-Metoxipiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-etanol (I-18)

7\ NN
N
/O . \/\OH

A una disolucién con agitacion de la mezcla de productos intermedios |-17 e 1-17° (0,18 g, 0,418 mmol) en una
mezcla de DCM (4 ml) y metanol (1 ml) se le afiadié borohidruro de sodio (0,079 g, 2,09 mmol). Se agitd la mezcla
de reaccién a temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se extingui6é la mezcla con agua, se extrajo con mas
DCM, se seco el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se evapord hasta sequedad a vacio. Se purifico el
residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol desde 100/0 hasta 90/10). Se
recogieron las fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar el compuesto intermedio 1-18 (0,09 g,
53,5%). No se aisl6 el otro regioisomero a partir de la separacion cromatografica. CasH22N4Os. CL/EM: Rt 2,87, m/z
403 [M + H]* (método 2).

Producto intermedio 19
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Ester 2-{3-[4-(3,5-dimetilpiridin-2-iimetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-etilico del 4cido metanosulfénico (I-19)

7\

A una disolucion del producto intermedio I-16 (5 mg, 0,012 mmol) en DCM (1 ml) se le afadio6 piridina (11 ul) y se
agitd esta disolucion a 0°C. Entonces se afnadié anhidrido metanosulfénico (16,5 mg, 0,095 mmol)) y se continud
agitando durante 4 horas a 0°C tras lo cual se evapord el disolvente purgando con nitrégeno. Se redisolvio la mezcla
en bruto en metanol (0,5 ml), se diluyé con agua (4,5 ml) y se hizo pasara a través un cartucho Csg SepPak®
(Waters, Milford, MA, EE.UU.) que se acondicion6 previamente con metanol (3 ml) y agua milliQ® (6 ml). Entonces
se aclar6 el cartucho tres veces con un volumen adicional de agua (2 ml) para eliminar el maximo posible de
anhidrido metanosulfénico que no habia reaccionado. Se eluy6 el producto del cartucho usando acetonitrilo (3 ml) y
se evaporaron los disolventes a presion reducida. Antes de la evaporacion de los disolventes, se realizd un analisis
de HPLC para examinar la conversion del hidroxi-precursor I-16 en su derivado de O-mesilo I-19. Se realiz6 este
andlisis de HPLC en una columna analitica XTerra RP Cig (Waters), que se eluyd con mezclas en gradiente de
agua y acetonitrilo (0 min: 95:5 v/v, 25 min: 10:90 v/v, 30 min: 10:90 v/v, gradiente lineal) a una velocidad de flujo de
1 ml/min. El analisis mostré que la tasa de conversion promedio era del 98% (n=9). Se elimind el agua residual
mediante destilacién azeotropica con acetonitrilo y se secé la mezcla durante la noche en el horno de vacio. En el
dia de los experimentos de radiomarcaje, que es habitualmente el siguiente dia, se disolvié este producto de
reaccion en DMF anhidro (1,5 ml) y se usé (0,3 ml) para radiofluoracién nucledfila directa. CasH2sN4O4S. pl

Producto intermedio 1-20
Ester 2-{3-[4-(5-metoxilopiridin-2-ilmetoxi)-fenil]-4-piridin-4-il-pirazol-1-il}-etilico del &cido metanosulfénico (I-20)
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A una disolucion del producto intermedio 1-18 (5 mg, 0,012 mmol) en DCM (1 ml) se le afadio6 piridina (11 ul) y se
agitd esta disolucién a 0°C. Entonces se afadié anhidrido metanosulfénico (16,5 mg, 0,095 mmol) y se continud
agitando durante 4 horas a 0°C tras lo cual se evapord el disolvente purgando con nitrégeno. Se redisolvio la mezcla
en bruto en metanol (0,5 ml), se diluyé con agua (4,5 ml) y se hizo pasar a través de un cartucho Cis SepPak®
(Waters, Milford, MA, EE.UU.) que se acondicioné previamente con metanol (3 ml) y agua milliQ® (6 ml). Entonces
se aclaré el cartucho tres veces con un volumen adicional de agua (2 ml) para eliminar al maximo posible el
anhidrido metanosulfénico que no habia reaccionado. Se eluy6 el producto del cartucho usando acetonitrilo (3 ml) y
se evaporaron los disolventes a presion reducida. Antes de la evaporacion de los disolventes, se realizdé un analisis
de HPLC para examinar la conversion del hidroxi-precursor 1-18 en su derivado de O-mesilo 1-20. Se realiz6 este
andlisis de HPLC en una columna analitica XTerra RP Cig (Waters), que se eluyd con mezclas en gradiente de
agua y acetonitrilo (0 min: 95:5 v/v, 25 min: 10:90 v/v, 30 min: 10:90 v/v, gradiente lineal) a una velocidad de flujo de
1 ml/min El andlisis mostrdé que la tasa de conversién promedio era del 98% (n = 9). Se eliminé el agua residual
mediante destilacién azeotrépica con acetonitrilo y se secé la mezcla durante la noche en el horno de vacio. En el
dia de los experimentos de radiomarcaje, que es habitualmente el siguiente dia, se disolvié este producto de
reaccion en DMF anhidro (1,5 ml) y se usé (0,3 ml) para radiofluoracién nucledfila directa. C24H24N4OsS.

B. Preparacion de los compuestos finales

Ejemplo B1

2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1 H-pirazol-3-illfenoxilmetil]-6-metil-piridina.diclorhidrato (B-1)
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Se calent6 una mezcla del compuesto intermedio I-5 (0,30 g, 0,876 mmol), 1-bromo-2-fluoroetano (0,083 ml,
1,051 mmol) y carbonato de cesio (0,86 g, 2,63 mmol) en DMF (5 ml) en un horno microondas a 150°C durante
10 min. Tras este tiempo, se extingui6é la mezcla de reacciéon con agua y se extrajo con EtOAc. Se secé la fase
organica sobre sulfato de sodio y se evaporé el disolvente hasta sequedad a vacio. Se purificé el residuo bruto
mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 90/10) para dar una mezcla de los dos
isomeros. Se sometié adicionalmente esta mezcla a otra purificacion mediante cromatografia en columna (gel de
silice; acetonitrilo/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para
proporcionar el compuesto deseado B-1 como un aceite (0,15 g, 44,1%). El tratamiento de este compuesto oleoso
con una disolucion de cloruro de hidrégeno en alcohol isopropilico, seguido por cristalizacién en dietil éter/DCM
proporciond la sal del acido clorhidrico del compuesto B-1 como un sélido amarillo. Cz3H21FN4O.2HCI. CL/EM: Rt
3,82, m/z389 [M + H]" (método 3).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 2,66 (s, 3 H), 4,56 (dt, J=28,0, 4,6 Hz, 2 H), 4,88 (dt, J=47,2, 4,6 Hz, 2 H), 5,37
(s, 2 H), 7,15 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,44 (d, J=8,6 Hz, 2 H), 7,57 (d, J=7,2 Hz, 1 H), 7,67 (d, J=7,2 Hz, 1 H), 7,80 (d,
J=6,9 Hz, 2 H), 8,13 (t, J=7,1 Hz, 1 H), 8,71 (s, 1 H), 8,74 (d, J=6,9 Hz, 2 H).

También se aisldé el regioisémero correspondiente 2-{4-[2-(2-fluoroetil)-4-piridin-4-il-2H-pirazol-3-il]-fenoximetil}-6-
metil-piridina (B-1’) a partir de la separacién cromatografica con una pureza del 70% (0,15 g, 30,8%) como un aceite.
CasH21FN4O.

Radiosintesis: Produccion de bromuro de [*®F]fluoroetilo y [*®F]B-1

Se produjo ["®Fifluoruro (['®F]F) mediante una reaccién ["®O(p,n)'®F] por irradiacion de 1,95 ml de ["®OJH.O
enriquecido al 97% (Rotem HYOX18, Rotem Industries, Beer Sheva, Israel) en un anticatodo de niobio usando
protones de 18 MeV de un ciclotrén Ciclone 18/9 (lon Beam Aplications, Louvain-la-Neuve, Bélgica). Tras irradiacién
durante aproximadamente 60 min, se separ6 el ['°F]F resultante de ['°0O]H20 usando un cartucho de intercambio
aniénico SepPak™ Light Accell plus QMA (Waters), que se acondicion6 previamente mediante tratamientos
consecutivos con disolucion de KzCOz 0,5 M (10 ml) y agua (2 x 10 ml). Entonces se eluyé el ['®F]F del cartucho en
un vial de reaccién coénico (1 ml) usando una disolucién que contenia carbonato de potasio (2,47 mg) y Kryptofix®
222 (27,92 mg) disueltos en H>O/CHsCN (0,75 ml; 5:95 v/v). Se evaporaron los disolventes a 110°C aplicando
calentamiento convencional durante 2 min. Tras la evaporacion del disolvente, se sec6 adicionalmente [18F]F'
mediante destilacion azeotropica de trazas de agua usando acetonitrilo (1 ml) a una temperatura de 110°C hasta
sequedad completa.

Se afadié una disolucion de triflato de 2-bromoetilo (5 pl, IsoSciences, Pensilvania, EE.UU.) en o-diclorobenceno
(0,7 ml) al vial que contenia ["®F]F . Entonces se destilé el ['®F]FEtBr resultante a 120°C con un flujo de helio (3-4
ml/min) y se burbujed en un segundo vial de reaccion que contenia el precursor I-5 (0,2 mg) y una pequefa cantidad
(1-8 mg) de Cs>CO3z en DMF anhidro (0,2 ml). Tras la destilacién de una cantidad suficiente de radiactividad en la
disolucién de precursor, se cerr6 el vial de reaccion y se calentd a 90°C durante 15 min. Tras la reaccién, se diluy6 la
mezcla en bruto con 1,6 ml de agua y se inyecté en el sistema de HPLC que consistia en un columna
semipreparativa XBridge™ (C1g, 5 um, 4,6 mm x 150 mm; Waters) que se eluy6 con una mezcla de tampén acetato
de sodio 0,05 M pH 5,5 y EtOH (70:30 v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Se realiz6 la deteccion por UV del
eluato de HPLC a 254 nm. Se recogi6 el producto radiomarcado ['®F]B-1 tras aproximadamente 37 min (el isémero
no deseado eluye tras aproximadamente 45 min). En promedio se recogieron 50 mCi (n = 2) de [‘8F]B-1 purificado
en un volumen de 1,5-2 ml (fase mévil). Entonces se diluyé el pico recogido correspondiente al ['®F]B-1 con solucion
salina normal (Mini Plasco®, Braun, Melsungen, Alemania) para reducir la concentracion de etanol hasta < 5% y se
filtr6 de manera estéril a través de un filtro de membrana de 0,22 um (Millex®-GV, Millipore, Irlanda). Se analizé la
pureza del radiotrazador usando un sistema de HPLC analitica que consistia en una columna XBridge™ (Cy+s, 3,5
um, 3 mm x 100 mm; Waters) que se eluyd con una mezcla de tampén acetato de sodio 0,05 M pH 5,5 y acetonitrilo
(70:30 v/v) a una velocidad de flujo de 0,8 mli/min (Rt = 7,5 min). Se sintetiz6 ['®F]B-1 con un rendimiento
radioquimico del 57% (con respecto a la radiactividad de partida de ['°F]FEtBr n=2). La pureza radioquimica tal como
se examin6 usando el sistema de HPLC analitica descrito anteriormente era > 99%.

Ejemplo B2
2-[[4-[1-(3-fluoropropil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-iljfenoxilmetil]-6-metil-piridina.clorhidrato (B-2)

Se calent6 una mezcla del compuesto intermedio I-5 (0,30 g, 0,876 mmol), 3-fluoropropan-1-ol (0,103 g,
1,314 mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (0,261 ml, 1,314 mmol) y trifenilfosfina (0,345 g, 1,314 mmol) en THF
(3 ml) en un horno microondas a 120°C durante 20 min. Tras este tiempo, se evaporé el disolvente hasta sequedad
a vacio y se purifico el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; acetonitrilo/metanol de 100/0
a 95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se evaporaron a vacio para proporcionar el compuesto deseado B-
2 como un aceite incoloro, que se convirtid6 en la sal del acido clorhidrico correspondiente (0,075 g, 19,5%)
(estequiometria exacta desconocida) como un solido blanco. CasHasFN4O.HCI. CL/EM: Rt 4,09, m/z 403 [M + H]*
(método 3).
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"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) § ppm 2,20 - 2,34 (m, 2 H), 2,62 (s, 3 H), 4,33 (t, J=6,9 Hz, 2 H), 4,54 (ddd, J=47,3,
5,8, 5,5 Hz, 2 H), 5,32 (s, 2 H), 7,14 (d, J=8,7 Hz, 2 H), 7,43 (d, J=8,7 Hz, 2 H), 7,50 (d, J=6,6 Hz, 1 H), 7,60 (d,
J=6,4 Hz, 1 H), 7,78 (d, J=6,6 Hz, 2 H), 8,05 (s. a., 1 H), 8,69 (s, 1 H), 8,73 (d, J=6,4 Hz, 2 H).

También se aisld el regioisémero correspondiente 2-{4-[2-(3-fluoropropil)-4-piridin-4-il-2H-pirazol-3-il]-fenoximetil}-6-
metil-piridina (B-2’) a partir de la separacién cromatografica y se convirti6¢ en su sal del &cido clorhidrico
correspondiente (0,07 g, 18,2%) como un polvo blanco. CzsH23FN4O.

Ejemplo B3
2-[[4-1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1 H-pirazol-3-il[fenoxi]metil]-3,5-dimetil-piridina.succinato (B-3)

Se calent6é una mezcla del compuesto intermedio 1-7 (0,20 g, 0,706 mmol), 3,5-dimetil-2-hidroximetilpiridina (0,126 g,
0,918 mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (0,211 g, 0,918 mmol) y trifenilfosfina (0,241 g, 0,918 mmol) en THF
(4 ml) en un horno microondas a 120°C durante 15 min. Tras este tiempo, se extingui6 la mezcla con una disolucién
acuosa saturada de carbonato de sodio y se extrajo con DCM. Se sec6 el disolvente organico sobre sulfato de sodio
y se evapord hasta sequedad a vacio. Se purificé el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice;
EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se evapor6 el disolvente a vacio para
proporcionar el compuesto B-3 como un aceite incoloro. Se disolvio el residuo en metanol (2 ml) y se anadio
lentamente una disoluciéon de acido succinico (0,073 g, 0,619 mmol) en metanol (2 ml). Se evaporé el disolvente
hasta sequedad y se lavé el residuo sdlido varias veces con dietil éter, proporcionando la sal del acido succinico del
compuesto final B-3 (0,295 g, 80,3%) como un soélido blanco. C24H23FN4O.C4HsO4. CL/EM: Rt 3,08, m/z 403 [M + HJ*
(método 7).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,28 (s, 3 H), 2,35 (s, 3 H), 2,42 (s, 4 H), 4,49 (dt, J=27,7, 4,7 Hz, 2 H), 4,85
(dt, J=47,2, 4,6 Hz, 2 H), 5,16 (s, 2 H), 7,05 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,23 (d, J=6,0 Hz, 2 H), 7,32 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,48
(s, 1H), 8,23 (s, 2 H), 8,46 (d, J=5,8 Hz, 2 H), 12,15 (s. a., 2 H).

Radiosintesis: Produccion de ['®Flfluoruro y ['°F]B-3

Se produjo [‘BF]ﬂuoruro ([18F]F') de una manera similar a la descrita anteriormente para la radiosintesis de [‘BF]FEtBr
con la modificacion de que se eluyé ['®F]F del cartucho usando una disolucién de 0,45 ml de la disolucion de
Kryptofix® 222/K>COs y 0,3 ml de acetonitrilo.

Se afadié el precursor de radiomarcaje 1-19 (~0,6 mg en 0,3 ml de DMF) al complejo [18F]F’/KZCOZ/Kryptofix® 222
secado y se llevod a cabo la reaccidon de sustitucion nucledfila mediante calentamiento convencional a 90°C durante
15 min. Tras la reaccion, se diluy6 la mezcla en bruto con 1,4 ml de agua y se inyect6 en el sistema de HPLC que
consistia en una columna semipreparativa XBridge™ (C1g, 5 um, 4,6 mm x 150 mm; Waters) que se eluy6 con una
mezcla de tamp6n acetato de sodio 0,05 M pH 5,5 y EtOH (65:35 v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Se
realizé la deteccién por UV del eluato de HPLC a 254 nm. Se recogié el producto radiomarcado ['®F]B-3 tras
aproximadamente 26 min. En promedio se recogieron 100 mCi (n=7, min. 60 mCi, max. 180 mCi) de ['°F]B-3
purificado en un volumen de 1,5-2 ml (fase movil). Entonces se diluyé el pico recogido correspondiente a ['®F]B-3
con solucién salina normal (Mini Plasco®, Braun, Melsungen, Alemania) para reducir la concentracion de etanol
hasta < 5% y se filtr6 de manera estéril a través de un filiro de membrana de 0,22 um (Millex®-GV, Millipore,
Irlanda). Se analiz6 la pureza del radiotrazador usando un sistema de HPLC analitica que consistia en una columna
XBridge™ (Cys, 3,5 um, 3 mm x 100 mm; Waters) que se eluy6é con una mezcla de tampén acetato de sodio 0,05 M
pH 5,5 y acetonitrilo (65:35 v/v) a una velocidad de flujo de 0,8 mI/min (Rt = 5,6 min). Se realizé la deteccién por UV
del eluato de HPLC a 254 nm. Se sintetiz6 ['®F]B-3 con un rendimiento radioquimico del 16% (con respecto a la
radiactividad de partida ["®F]F’, n=7). La pureza radioquimica tal como se examiné usando el sistema de HPLC
analitica descrito anteriormente era > 98%. Se encontré que la radiactividad especifica promedio del trazador tal
como se examiné usando el sistema de HPLC analitica descrito anteriormente era de 176 GBg/umol (4764 Ci/mmol,
n=7) al final de la sintesis (EOS).

Ejemplo B4
2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1 H-pirazol-3-ilJfenoxilmetil]-5-metoxi-piridina (B-4)

Se calent6é una mezcla del compuesto intermedio I-7 (0,13 g, 0,344 mmol), (5-metoxilopiridin-2il)metanol (0,072 g,
0,516 mmol) preparado tal como se describe en Bioorg.Med.Chem. 2005, 13, 6763-6770, azodicarboxilato de
diisopropilo (0,10 ml, 0,516 mmol) y trifenilfosfina (0,135 g, 0,516 mmol) en THF (4 ml) en un horno microondas a
120°C durante 20 min. Tras este tiempo, se extingui6 la mezcla con una disolucion acuosa saturada de carbonato de
sodio, se extrajo con EtOAc, se seco sobre sulfato de sodio y se evapord hasta sequedad a vacio. Se purifico el
residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporé el disolvente a vacio para proporcionar el compuesto B-4 (0,12 g, 86,2%) como
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un sélido blanco. CasHa1FN4O2. CL/EM: Rt 2,7, m/z 405 [M + H]* (método 7). "H-RMN (400 MHz, CDCls) § ppm 3,87
(s, 3 H), 4,47 (dt, J=27,0, 4,7 Hz, 2 H), 4,84 (dt, J=46,9, 4,6 Hz, 2 H), 5,17 (s, 2 H), 6,97 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,18 (d,
J=6,0 Hz, 2 H), 7,22 (dd, J=8.6, 3,0 Hz, 1 H), 7,39 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,44 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 7,70 (s, 1 H), 8,30 (d,
J=3,0 Hz, 1 H), 8,48 (d, J=6,2 Hz, 2 H).

Radiosintesis: Produccion de ['®Flfluoruro y ['®F]B-4

Se produjo [18F]ﬂuoruro ([‘8F£F’) exactamente de la misma manera tal como se describié anteriormente para la
radiosintesis del compuesto [°F]B-3.

Se afiadi6 el precursor de radiomarcaje 1-20 (~0,6 mg en 0,3 ml de DMF) al complejo ['°F]F/K2COs/Kryptofix® 222
secado y se llevo a cabo la reacciéon de sustitucion nucledfila mediante calentamiento convencional a 90°C durante
10 min. Tras la reaccion, se diluy6 la mezcla en bruto con 1,4 ml de agua y se inyect6 en el sistema de HPLC que
consistia en una columna semipreparativa XBridge™ (C1g, 5 um, 4,6 mm x 150 mm; Waters) que se eluy6 con una
mezcla de tampon acetato de sodio 0,05 M pH 5,5 y EtOH (70:30 v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Se
realizé la deteccién por UV del eluato de HPLC a 254 nm. Se recogié el producto radiomarcado ['®F]B-4 tras
aproximadamente 35 min. Normalmente, se recogieron aproximadamente 90 mCi de ysF]B-4 purificado en un
volumen de 1,5-2 ml (fase mévil). Entonces se diluy6 el pico recogido correspondiente a [1 F]B-4 con solucién salina
normal (Mini Plasco®, Braun, Melsungen, Alemania) para reducir la concentracion de etanol hasta < 5% y se filtré de
manera estéril a través de un filtro de membrana de 0,22 um (Millex®-GV, Millipore, Irlanda). Se analiz6 la pureza
del radiotrazador usando un sistema de HPLC analitica que consistia en una columna XBridge™ (Cy+s, 3,5 um, 3 mm
x 100 mm; Waters) que se eluy6 con una mezcla de tampén acetato de sodio 0,05 M pH 5,5 y acetonitrilo (70:30 v/v)
a una velocidad de flujo de 0,8 mI/min (Rt = 7,2 min). Se realizé la deteccién por UV del eluato de HPLC a 254 nm.
Se sintetiz6 ['®F]B-4 con un rendimiento radioquimico del 15% (con respecto a la radiactividad de partida ['®F]F,
n=2). La pureza radioquimica tal como se examin6 usando el sistema de HPLC analitica descrito anteriormente era
> 99%. Se encontrd que la radiactividad especifica promedio del trazador tal como se examiné usando el sistema de
HPLC analitica descrito anteriormente era de 141 GBg/umol (3800 Ci/mmol, n=2) al EOS.

Ejemplo B5
5-metoxi-2-[[4-[4-(4-piridinil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)-1 H-pirazol-3-il]fenoxi]metil]-piridina (B-5)

Se calent6 una mezcla del compuesto intermedio 1-10 (0,15 g, 0,47 mmol), (5-metoxilopiridin-2-il)metanol (0,098 g,
0,70 mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (0,14 ml, 0,70 mmol) y trifenilfosfina (0,185 g, 0,70 mmol) en THF (3 ml)
en un horno microondas a 120°C durante 20 min. Tras este tiempo, se extinguidé la mezcla con una disolucién
acuosa saturada de carbonato de sodio y se extrajo con EtOAc. Se secé el disolvente organico sobre sulfato de
sodio y se evaporé hasta sequedad a vacio. Se purifico el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de
silice; EtOAc/metanol de 100/0 a 95/5). Se recogieron las fracciones deseadas y se evaporé el disolvente a vacio
para proporcionar el compuesto B-5 (0,11 g, 53,2%) como un aceite incoloro que solidific6 dejandolo estar,
proporcionado un sélido blanco. CasHisFsN4Oz. CL/EM: Rt 4,27, m/z 441 [M + H]* (método 2). 'H-RMN (400 MHz,
CDCl3) 8 ppm 3,87 (s, 3 H), 4,77 (q, J=8,3 Hz, 2 H), 5,17 (s, 2 H), 6,97 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,19 (d, J=6,2 Hz, 2 H),
7,23 (dd, J=8,6, 3,0 Hz, 1 H), 7,38 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,44 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 7,71 (s, 1 H), 8,30 (d, J=2,8 Hz, 1 H),
8,51 (d, J=6,0 Hz, 2 H).

Ejemplo B6
2-bromo-6-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1 H-pirazol-3-iljfenoxi]metil]-piridina.0,75 succinato (B-6)

Se calenté una mezcla de compuesto intermedio I-7 (0,30 g, 1,06 mmol), (6-bromo-piridin-2-il)metanol (0,30 g, 1,59
mmol), azodicarboxilato de diisopropilo (0,315 ml, 1,59 mmol) y trifenilfosfina (0,417 g, 1,59 mmol) en THF (5 ml) en
un horno microondas a 100°C durante 30 min. Tras este tiempo, se extingui6 la mezcla con una disolucién acuosa
saturada de carbonato de sodio y se extrajo con DCM. Se secé el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se
evaporé hasta sequedad a vacio. Se purifico el residuo bruto mediante cromatografia en columna (gel de silice; en
primer lugar EtOAc/heptano 70/30 y luego dietil éter/DCM 70/30). Se recogieron las fracciones deseadas y se
evaporé el disolvente a vacio para proporcionar el compuesto B-6 (0,30 g, 53,1%) como un aceite incoloro. Se
convirtié una cantidad del compuesto B-6 (0,08 g) en la sal del acido succinico correspondiente de una manera
similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, proporcionando el compuesto final B-6 como un
sélido blanco. Cz2H1sBrFN40.0,75CsHeO4. CL/EM: Rt 3,22, m/z 453 [M + H]" (método 7).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-dp)  ppm 2,42 (s, 3 H), 4,50 (dt, J=27,7, 4,6 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=47,2, 4,7 Hz, 2 H), 5,20
(s, 2 H), 7,06 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,22 (d, J=6,0 Hz, 2 H), 7,35 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,59 (d, J=7,4 Hz, 1 H), 7,63 (d,
J=7,9 Hz, 1 H), 7,82 (t, J=7,7 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,46 (d, J=6,0 Hz, 2 H), 12,16 (s. a., 1,5 H).

Ejemplo B7
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2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxilmetill-6-(trifluorometil)-piridina (B-7)

Se disolvié el compuesto B-6 (0,45 g, 0,725 mmol) en DMF (3 ml) y entonces se afiadieron éster metilico del acido
(fluorosulfonil)difluoroacético (0,464 ml, 3,62 mmol) y yoduro de cobre (0,69 g, 3,62 mmol) a la disolucion. Se calentd
la mezcla de reaccion a 120°C en un tubo sellado durante 2 h. Se extinguié la mezcla de reaccién con hidréxido de
sodio 1 M acuoso y se extrajo con DCM: Se secd el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se evaporé hasta
sequedad a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc/heptano de 70/30
a 100/0). Se recogieron las fracciones deseadas y se evaporé el disolvente a vacio para dar el compuesto deseado
como un aceite amarillo, que contenia éxido de trifenilfosfina como impureza principal. Se purificé adicionalmente el
compuesto bruto mediante HPLC preparativa (C18 XBridge 30 x 100; gradiente de carbonato de amonio ac. a pH
9/acetonitrilo de desde 80/20 hasta 0/100) proporcionando B-7 como un aceite incoloro. Se hizo el compuesto sélido
mediante la adicién de dietil éter/heptano y finalmente se recristalizd en diisopropil éter propormonado el compuesto
final B-7 (0,023 g, 7,2%) como un sélido blanco. CasH1sF4N4O. CL/EM: Rt 3,73, m/z 443 [M + H]* (método 4).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4,50 (dt, J=27,8, 4,7 Hz, 2 H), 4 85 (dt, J=47,2, 4,6 Hz, 2 H), 5,31 (s, 2 H), 7,09
(d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,22 (d, J=6,0 Hz, 2 H), 7,35 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,89 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,89 (d, J=7,6 Hz, 1 H),
8,18 (t, J=7,9 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,46 (d, J=6,0 Hz, 2 H).

Ejemplo B8
2-Ciclopropil-6-[[4-[4-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1H-pirazo]-3-illfenoxilmetil]-piridina.succinato (B-8)

Se calent6 una mezcla de compuesto B-6 (0,14 g, 0,263 mmol), acido ciclopropilborénico (0,029 g, 0,341 mmol) y
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (0,015 g, 0,013 mmol) en una mezcla de carbonato de sodio ac./dioxano 1:1 (5 ml)
en un horno microondas a 130°C durante 15 min. Tras enfriar hasta temperatura ambiente, se diluy6 la mezcla en
bruto con agua y se extrajo con DCM. Se sec6 el disolvente organico sobre sulfato de sodio y se evapor6 hasta
sequedad a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice; EtOAc), se recogieron las
fracciones deseadas y se evaporo6 el disolvente a vacio para dar el compuesto deseado como un aceite incoloro, que
contenia 6xido de trifenilfosfina como impureza principal. Se purificd adicionalmente el compuesto mediante HPLC
preparativa (C18 XBridge 19 x 100; gradiente de carbonato de amonio ac. a pH 9/acetonitrilo desde 80/20 hasta
0/100) proporcionando B-8 como un aceite incoloro. Se disolvi6 el residuo en metanol (2 ml) y se afadié lentamente
una disolucion de acido succinico (0,017 g, 0,144 mmol) en metanol (1 ml). Se evapor6 el disolvente hasta sequedad
y se traté el residuo con DCM/diisopropil éter, proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-8
(0,076 g, 54,4%) como un soélido blanco. CasH23FN4O-CsHeOs. CL/EM: Rt 4,19, m/z 415 [M + H]" (método 2).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,87 - 0,99 (m, 4 H), 2,05 - 2,16 (m, 1 H), 2,42 (s, 4 H), 4,49 (dt, J=27,7, 4,6 Hz,
H), 4,85 (dt, J=47,2, 4,7 Hz, 2 H), 5,10 (s, 2 H), 7,04 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,20 - 7,24 (m, 3 H), 7,26 (d, J=7,4 Hz, 1
H), 7,33 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 7,68 (1, J=7,7 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,45 (d, J=6,2 Hz, 2 H), 12,17 (s. a., 1 H).

Se prepararon los siguientes compuestos siguiendo uno de los métodos de sintesis descritos anteriormente.
3-metoxi-2-[[4-[4-(4-piridinil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)- 1 H-pirazol-3-il[fenoxi]metil]-piridina (B-9)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-5 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (3-metoxipiridin-2-il)metanol se proporciond el compuesto final B-9 (58%) como un sélido blanco que se cristalizé
adicionalmente en diisopropil éter. CozH19F3N4O2. CL/EM: Rt 3,01, m/z 441 [M + H]" (método 7)).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 3,89 (s, 3 ), 4,77 (q, J=8,3 Hz, 2 H), 5,26 (s, 2 H), 7,02 - 7,07 (m, 2 H), 7,17 -
7,21 (m, 2 H), 7,23 (dd, J=8,3, 1,6 Hz, 1 H), 7,27 (dd, J=8,3, 4,6 Hz, 1 H), 7,34 - 7,41 (m, 2 H), 7,70 (s, 1 H), 8,25 (dd,
J=4,4,1,6 Hz, 1 H), 8,49 - 8,53 (m, 2 H).

3-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[4-(4-piridinil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)- 1 H-pirazol-3-ilJfenoxi]metil]-piridina.succinato (B-10)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-5 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por [3-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-il]-metanol se proporciond el compuesto final B-10 que se convirtié en la sal del acido
succinico correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se
cristalizé en dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-10 (33,8%) como un sélido
blanco. C24H20F4N402.C4H604. CL/EM: Rt 2,96, m/z473 [M + H]+ (método 7).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-d5) & ppm 2,40 (s, 4 H), 4,31 - 4,42 (m, 2 H), 4,67 - 4,82 (m, 2
5,18 (s, 2 H), 7,05 (d a., J=8,7 Hz, 2 H), 7,22 - 7,26 (m, 2 H), 7,31 (d a., J=8,7 Hz, 2 H), 7,40
7,56 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 8,19 (dd, J=4,5, 1,0 Hz, 1 H), 8,28 (s, 1 H), 8,45 - 8,52 (m, 2 H), 12

) 5,21 (q, J=9,0 Hz, 2 H),
(dd, J=8,4, 4,9 Hz, 1 H),
, 12,19 (s. a., 2 H).

5-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[4-(4-piridinil)-1-(2,2,2-trifluoroetil)- 1 H-pirazol-3-illffenoxi]metil]-piridina (B-11)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-5 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
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por [5-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-il]-metanol se proporcioné el compuesto final B-11 (20,3%) como un sélido blanco tras
la cristalizacion en diisopropil éter/heptanos. CosHzoFsN4O2. CL/EM: Rt 3,9, m/z 473 [M + H]* (método 5).

"H-RMN (400 MHz, CDCls) § ppm 4,22 - 4,34 (m, 2 H), 4,70 - 4,87 (m, 2 H), 4,77 (q, J=8,3 Hz, 2 H), 5,18 (s, 2 H),
6,94 - 7,00 (m, 2 H), 7,17 - 7,21 (m, 2 H), 7,27 (dd, J=8,6, 2,8 Hz, 1 H), 7,35 - 7,41 (m, 2 H), 7,46 (d, J=8,6 Hz, 1 H),
7,71 (s, 1 H), 8,33 (d, J=2,8 Hz, 1 H), 8,49 - 8,54 (m, 2 H).

2-[[4-[1-(3-fluoropropil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-iljfenoxilmetil]-3-metoxi-piridina (B-12)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-5, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (3-metoxipiridin-2-il)metanol e 1-10 por el compuesto intermedio 1-8, se proporcioné el compuesto final B-12
(40%) como un solido blanco. C24H23FN4O.. CL/EM: Rt 3,78, m/z419 [M + H]" (método 2).

"H-RMN (500 MHz, CDCls) & ppm 2,34 (dquin, J=26,9, 6,0, 6,0
2 H), 4,51 (dt, J=47,1, 5,5 Hz, 2 H), 5,25 (s, 2 H), 7,01 - 7,06 (m
1H), 7,27 (dd, J=8.,4, 4,7 Hz, 1 H), 7,34 - 7,41 (m, 2 H), 7,63 (s,
2 H).

6,0, 6,0 Hz, 2 H), 3,89 (s, 3 H), 4,33 (t, J=6,8 Hz,
L2 H), 7,16 - 7,20 (m, H), 23 (dd, J=8.4, 1,2 Hz,
1 H), 8,25 (dd, J=4,5, 1,6 Hz, 1 H), 8,45 - 8,50 (m,

3-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[1-(3-fluoropropil)-4-(4-piridinil))- 1 H-pirazol-3-iljfenoxilmetil]-piridina.succinato (B-13)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-5, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por [3-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-ill-metanol e I-10 por el compuesto intermedio |-8, se proporcioné el compuesto final B-
13 que se convirtié en la sal del acido succinico correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente
para el compuesto final B-3, que se cristalizé en dietil éter/diisopropil éter proporcionando la sal del acido succinico
del compuesto final B-13 (39,2%) como un sdlido blanco. CasH24F2N402.C4HsO4. CL/EM: Rt 2,75, m/z 451 [M + HJ*
(método 7).

1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 2,25 (dquin, J=26,3, 6,4, 6,4, 6,4, 6,4 Hz, 2 H), 2,42 (s, 4 H), 4,27 (t, J=6,9 Hz,
H), 4,37 (dt, J=29,8, 3,8 Hz, 2 H), 4,53 (dt, J=47,4, 5,7 Hz, 2 H), 4,75 (dt, J=47,7, 3,5 Hz, 2 H), 5,18 (s, 2 H), 7,04 (d
a., J=8,7 Hz, 2 H), 7,19 - 7,25 (m, 2 H), 7,31 (d a., J=8,7 Hz, 2 H), 7,40 (dd, J=8,4, 4,6 Hz, 1 H), 7,56 (d, J=8,1 Hz, 1

H), 8,19 (d, J=4,6 Hz, 1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,45 (d a., J=6,1 Hz, 2 H), 12,17 (s. a., 2 H).
2-[[4-[1-(3-fluoropropil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxilmetil]-5-metoxi-piridina.0,5 succinato (B-14)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-5, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (5-metoxilopiridin-2-ilymetanol e I-10 por el compuesto intermedio -8, se proporcioné el compuesto final B-14
como un aceite incoloro, que se convirtié en la sal del &cido succinico correspondiente, de una manera similar a la
descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se cristaliz6 en dietil éter proporcionando la sal del acido
succinico del compuesto final B-14 (25,6%) como un sélido blanco. C24H23FN4O2.0,5C4HsO4. CL/EM: Rt 3,97, m/z
419 [M + H]* (método 2).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-de) § ppm 2,24 (dquin, J=26,4, 6,2Hz, 2 H), 2,41 (s, 2 H), 3,84 (s, 3 H), 4,27 (1, J=6,9 Hz,
2 H), 4,52 (dt, J=47,2, 5,7 Hz, 2 H), 5,11 (s, 2 H), 7,03 (d a., J=8,8 Hz, 2 H), 7,17 - 7,25 (m, 2 H), 7,31 (d a., J=8,8 Hz,
2 H), 7.43 (dd, J=8,3, 3,0 Hz, 1 H), 7,50 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,29 (d, J=2,8 Hz, 1 H), 8,40 - 8,48 (m, 2 H),
12,18 (s. a., 1 H).

)

5-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[1-(3-fluoropropil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxi]metil]-piridina (B-15)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-5, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por [5-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-il]-metanol e I-10 por el compuesto intermedio 1-8, se proporcioné el compuesto B-15
como un aceite incoloro que solidificé dejandolo estar. Finalmente se lavé el compuesto con diisopropil éter para
proporcionar el compuesto final B-15 (35,8%) como un sélido blanco. CasHz24F2N4+O,. CL/EM: Rt 3,69, m/z 451 [M +
H]" (método 5).

"H-RMN (500 MHz, CDCls) § ppm 2,34 (dquin, J=26,9, 6,2, 6,2, 6,2, 6,2 Hz, 2 H), 4,23 - 4,33 (m, 2 H), 4,33 (t, J=6,7
Hz, 2 H), 4,51 (dt, J=47.,4, 5,7 Hz, 2 H), 4,71 - 4,86 (m, 2 H), 5,17 (s, 2 H), 6,94 - 6,99 (m, 2 H), 7,18 (d a., J=6,1 Hz,
2 H), 7,27 (dd, J=8,7, 2,9 Hz, 1 H), 7,35 - 7,41 (m, 2 H), 7,46 (d, J=8,7 Hz, 1 H), 7,64 (s, 1 H), 8,33 (d a., J=2,9 Hz, 1
H), 8,48 (d a., J=6,1 Hz, 2 H).

2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxi]metil]-3-metoxi-piridina.succinato (B-16)
Siguiendo el procedimiento para la preparacioén del compuesto B-4 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (3-metoxipiridin-2-il)metanol se proporciond el compuesto B-16 que se convirtié en la sal del acido succinico

correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se cristalizé en
dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-16 (32,5%) como un sdlido blanco.
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Cg3H21FN402.C4H604. CL/EM: Rt 3,52, m/z 405 [M + H]+ (método 2).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,41 (s, 4 H), 3,86 (s, 3 H), 4,49 (dt, J=27,7, 4,8 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=47,2,
4,8 Hz, 2 H),5,13 (s, 2 H), 7,03 (d a., J=8,8 Hz, 2 H), 7,18 - 7,26 (m, 2 H), 7,31 (d a., J=8,8 Hz, 2 H), 7,41 (dd, J=8.3,
4,6 Hz, 1 H), 7,52 (dd, J=8,4, 1,0 Hz, 1 H), 8,16 (dd, J=4,6, 1,4 Hz, 1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,43 - 8,48 (m, 2 H), 12,16 (s.
a., 2 H).

3-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxi]metil]-piridina.succinato (B-17)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-4 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por [3-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-il]-metanol se proporciond el compuesto B-17 que se convirtid en la sal del acido
succinico correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se
cristalizé en dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-17 (78,3%) como un sélido
blanco. C24H22F2N402.C4H604. CL/EM: Rt 2,52, m/z 437 [M + H]+ (método 7).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,42 (s, 4 H), 4,32 - 4,41 (m, 2 H), 4,49 (dt, J=27,7, 4,6 Hz, 2 H), 4,68 - 4,81 (m,
2 H), 4,85 (dt, J=47,1,4,9 Hz, 2 H), 5,18 (s, 2 H), 7,04 (d a., J=8,7 Hz, 2 H), 7,21 - 7,25 (m, 2 H), 7,32 (d a., J=9,0 Hz,
2 H), 7,40 (dd, J=8,4, 4,6 Hz, 1 H), 7,56 (d, J=8,1 Hz, 1 H), 8,19 (d, J=4,6 Hz, 1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,44 - 8,48 (m, 2 H),
12,16 (s. a., 2 H).

3-fluoro-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxilmetil]-piridina.1,2 succinato (B-18)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
por (3-fluoropiridin-2-il)metanol se proporcioné el compuesto B-18 que se convirtié en la sal del acido succinico
correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se cristalizé en
dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-18 (23,9%) como un sélido blanco.
022H13F2N40.1 ,ZC4HGO4. CL/EM: Rt 2,63, m/z 393 [M + H]+ (método 7).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,41 (s, 4,8 H), 4,50 (dt, J=27,7, 4,6 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=46.9, 4,9 Hz, 2 H),
5,25 (d, J=2,1 Hz, 2 H), 7,04 - 7,10 (m, 2 H), 7,19 - 7,25 (m, 2 H), 7,30 - 7,37 (m, 2 H), 7,54 (dt, J=8,5, 4,4 Hz, 1 H),
7,78 - 7,84 (m, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,42 - 8,51 (m, 3 H), 12,26 (s. a., 2,4 H).

5-(2-fluoroetoxi)-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxi]metil]-piridina (B-19)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-4, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por [5-(2-fluoroetoxi)-piridin-2-il]-metanol se proporciond el compuesto B-19 (56,3%) como un soélido blanco tras
tratamiento con diisopropil éter. Co4H20F2N4Oo. CL/EM: Rt 3,48, m/z 437 [M + H]" (método 5).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 4,22 - 4,34 (m, 2 H), 4,47 (dt, J=27,1, 4,9 Hz, 2 H), 4,70 - 4,87 (m, 2 H), 4,84 (dt,
J=46.,9, 4,6 Hz, 2 H), 5,18 (s, 2 H), 6,97 (d a., J=8,8 Hz, 2 H), 7,16 - 7,21 (m, 2 H), 7,27 (dd, J=8,6, 2,8 Hz, 1 H), 7,36
-7,42 (m, 2 H), 7,46 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 7,70 (s, 1 H), 8,33 (d, J=2,8 Hz, 1 H), 8,45 - 8,52 (m, 2 H).
5-bromo-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-il]fenoxi]metil]-piridina (B-20)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
por (5-bromopiridin-2-il)metanol se proporcion6 el compuesto B-20 (15,6%) como un sélido blanco tras tratamiento
con dietil éter. CooH1sBrFN4O. CL/EM: Rt 3,29, m/z 453 [M + H]* (método 7).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 4,47 (dt, J=27,0,4,6 Hz, 2 H), 4,84 (dt, J=46,9, 4,9 Hz, 2 H), 5,18 (s, 2 H), 6,93 -
6,98 (m, 2 H), 7,17 - 7,20 (m, 2 H), 7,38 - 7,42 (m, 2 H), 7,45 (dd, J=8,3, 0,7 Hz, 1 H), 7,70 (d, J=0,5 Hz, 1 H), 7,85
(dd, J=8,3, 2,3 Hz, 1 H), 8,47 - 8,51 (m, 2 H), 8,66 (dd, J=2,3, 0,5 Hz, 1 H).

6-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-ilJfenoxilmetil]-3-piridincarbonitrilo (B-21)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
por 6-(hidroximetil)nicotinonitrilo se proporcion6 el compuesto B-21 (39,4%) como un sélido blanco. Ca3H1sFNsO.
CL/EM: Rt 3,11, m/z400 [M + H]* (método 4).

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & ppm 4,48 (dt, J=27,2, 4,6 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=46,8, 4,6 Hz, 2 H), 5,28 (s, 2 H), 6,96 (d
a., J=9,0Hz, 2 H), 7,16 - 7,21 (m, 2 H), 7,39 - 7,45 (m, 2 H), 7,72 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 7,71 (s, 1 H), 8,00 (dd, J=8,1,
2,0 Hz, 1 H), 8,49 (d a., J=6,1 Hz, 2 H), 8,87 (d, J=1,4 Hz, 1 H).

2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-ilJfenoxilmetil]-5- (trifluorometil)-piridina (B-22)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
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por (5-trifluorometil-piridin-2-il)metanol se proporcion6 el compuesto B-22 (29,4%) como un sélido blanco.
Co3H1sF4N4O. CL/EM: Rt 3,37, m/z 443 [M + H]" (método 7).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) 5 ppm 4,48 (dt, J=27,0, 46 Hz, 2 H), 4,84 (dt, J=46.9, 4,6 Hz, 2 H), 5,29 (s, 2 H), 6,95 -
7,00 (m, 2 H), 7,16 - 7,21 (m, 2 H), 7,39 - 7,45 (m, 2 H), 7,70 (d, J=6,5 Hz, 1 H), 7,70 (s, 1 H), 7,97 (dd, J=8,2, 2,0 Hz,
1H), 8,46 - 8,53 (m, 2 H), 8,86 (s. a., 1 H).

5-ciclopropil-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)-1 H-pirazol-3-iljfenoxi]metil]-piridina (B-23)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-4, pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (5-ciclopropil-piridin-2-il)metanol se proporcioné el compuesto B-23 como un aceite incoloro que solidificd
dejandolo estar. Finalmente se lavd el compuesto con diisopropil éter para proporcionar el compuesto final B-23
(45,6%) como un solido blanco. CasH23FN4O. CL/EM: Rt 3,24, m/z 415 [M + H]" (método 7).

'"H-RMN (500 MHz, CDCls) § ppm 0,67 - 0,78 (m, 2 H), 0,96 - 1,10 (m, 2 H), 1,87 - 1,95 (m, 1 H), 4,47 (dt, J=26,9, 4,8
Hz, 2 H), 4,84 (dt, J=47,1, 4,7 Hz, 2 H), 5,19 (s, 2 H), 6,94 - 6,99 (m, 2 H), 7,16 - 7,21 (m, 2 H), 7,32 (dd, J=8,1, 2,3
Hz, 1 H), 7,36 - 7,41 (m, 3 H), 7,70 (s, 1 H), 8,40 (d, J=2,0 Hz, 1 H), 8,48 (d a., J=6,1 Hz, 2 H).

2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxilmetil]-6-metoxi-piridina.succinato (B-24)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-4 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (6-metoxipiridin-2-il)metanol se proporciond el compuesto B-24 que se convirtié en la sal del acido succinico
correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se cristalizé en
dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-24 (25,8%) como un sélido blanco.
C23H21FN405.C4HsO4. CL/EM: Rt 4,16, m/z 405 [M + H]* (método 2).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,42 (s, 4 H), 3,86 (s, 3 H), 4,49 (dt, J=27,7, 4,9 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=47,4, 4,9
Hz, 2 H), 5,11 (s, 2 H), 6,77 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 7,03 - 7,09 (m, 2 H), 7,12 (d, J=7,2 Hz, 1 H), 7,20 - 7,25 (m, 2 H), 7,31
-7,36 (M, 2 H), 7,74 (dd, J=8,2, 7,4 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,42 - 8,49 (m, 2 H), 12,17 (s. a., 2 H).

2-etoxi-6-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxilmetil]-piridina.succinato (B-25)

Siguiendo el procedimiento para la preparacién del compuesto B-4 pero sustituyendo (5-metoxilopiridin-2-il)metanol
por (6-etoxipiridin-2-il)metanol se proporcioné el compuesto B-25 que se convirti6 en la sal del acido succinico
correspondiente, de una manera similar a la descrita anteriormente para el compuesto final B-3, que se cristalizé en
dietil éter proporcionando la sal del acido succinico del compuesto final B-25 (39,6%) como un sélido blanco.
C24H23FN4O2.C4HsO4. CL/EM: Rt 3,56, m/z419 [M + H]* (método 7).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,31 (t, J=
4,6 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=47,4, 4,9 Hz, 2 H), 5,10
Hz, 1 H), 7,20 - 7,25 (m, 2 H), 7,29 - 7,37 (m, 2
12,19 (s. a., 2 H).

6,9 Hz, 3 H), 2,41 (s, 4 H), 4,30 (q, J=7,2 Hz, 2 H), 4,49 (dt, J=27.7,
(s, 2 H), 6,74 (d, J=8,3 Hz, 1 H), 7,03 - 7,08 (m, 2 H), 7,10 (d, J=7,2
H), 7,73 (dd, J=8,2, 7,3 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,43 - 8,48 (m, 2 H),

6-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-ilJfenoxilmetil]-2-piridincarbonitrilo (B-26)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
por 6-hidroximetil-2-cianopiridina se proporcion6 el compuesto B-26 (40,8%) como un sélido blanco tras tratamiento
con dietil éter. CosH1sFNsO. CL/EM: Rt 2,68, m/z 400 [M + H]* (método 7).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dk) & ppm 4,50 (dt, J=27,5, 4,4 Hz, 2 H), 4,85 (dt, J=47,4, 4,9 Hz, 2 H), 5,28 (s, 2 H), 7,05
-7,10(m,2H), 7,23 (d a., J=4,4 Hz, 2 H), 7,33 - 7,38 (m, 2 H), 7,89 (dd, J=7,9, 0,9 Hz, 1 H), 8,03 (dd, J=7,6, 0,9 Hz,
1 H), 8,13 (t, /=7,7 Hz, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,47 (s. a., 2 H).

3-bromo-2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-illfenoxi]metil]-6-metoxi-piridina (B-27)

Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-6 pero sustituyendo (6-bromopiridin-2-il)metanol
por 3-bromo-2-(hidroximetil)-6-metoxipiridina se proporcion6 el compuesto final B-27 (54,1%) como un sélido blanco.
Co3H20BrFN4O,. CL/EM: Rt 4,58, m/z 483 [M + H]* (método 2).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 3,85 (s, 3 H), 4,47 (dt, J=26,8, 4,6 Hz, 2 H), 4,84 (dt, J=46,9, 4,6 Hz, 2 H), 5,22 (s,
2 H), 6,61 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 6,98 - 7,03 (m, 2 H), 7,17 - 7,21 (m, 2 H), 7,36 - 7,41 (m, 2 H), 7,68 - 7,72 (m, 2 H), 8,46
-8,51 (m, 2 H).

2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-ilJfenoxilmetil]-3,4,5-trimetil-piridina.succinato (B-28)
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Siguiendo el procedimiento para la preparacion del compuesto B-3 pero sustituyendo 3,5-dimetil-2-
hidroximetilpiridina por (3,4,5-trimetilpiridin-2-il)metanol se proporcion6 el compuesto final B-28 (56,8%) en su forma
de sal del acido succinico como un sdlido blanco. CasH2sFN4O.CsHgO4. CL/EM: Rt 3,53, m/z 417 [M + H]* (método
6).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-dk) § ppm 2,26 (s, 3 H), 2,30 (s, 3 H), 2,35 (s, 3 H), 2,48 (s, 4 H), 4,55 (dt, J=27,7, 4,6 Hz,
2 H), 4,91 (dt, J=47,1, 4,6 Hz, 2 H), 5,23 (s, 2 H), 7,09 - 7,14 (m, 2 H), 7,27 - 7,31 (m, 2 H), 7,35 - 7,41 (m, 2 H), 8,21
(s, 1 H),8,28 (s, 1H),850-854 (m,2H), 12,22 (s. a., 2 H).

Ensayo in vitro

Se expresé PDE10A de rata recombinante (rPDE10A) en células Sf9 usando un constructo de baculovirus de
rPDE10A recombinante. Se recogieron las células tras 48 h de infeccion y se purifico la proteina rPDE10A mediante
cromatografia de quelatos metdlicos sobre Ni-Sepharose 6FF. Se disolvieron los compuestos sometidos a prueba y
se diluyeron en el 100% de DMSO hasta una concentracion de 100 veces la concentracién final en el ensayo. Se
anadieron diluciones de compuesto (0,4 ul) en placas de 384 pocillos a 20 pl de tampén de incubacién (Tris 50 mM
pH 7,8, MgCI2 8,3 mM, EGTA 1,7 mM). Se afiadieron 10 pl de enzima rPDE10A en tamp6n de incubacion y se inicid
la reaccion mediante la adicion de 10 pul de sustrato hasta una concentracién final de AMPc 60 nM y 3H-AMPc
0,008 uCi. Se incubd la reaccién durante 60 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacién, se detuvo la
reaccion con 20 pul de perlas de SPA con PDE 17,8 mg/ml. Tras la sedimentacion de las perlas durante 30 minutos,
se midi6 la radiactividad en un contador de centelleo Topcount de Perkin Elmer y se expresaron los resultados como
cpm. Para los valores de blanco se omitio la enzima de la reaccién y se sustituyd por tampén de incubacion. Se
obtuvieron valores control mediante la adicion de una concentracion final del 1% de DMSO en lugar de compuesto.
Se ajustd una curva de ajuste 6ptimo mediante un método de suma de minimos cuadrados para representar el % del
valor control menos el valor de blanco frente a la concentracion de compuesto y de esta curva se derivé un valor de
pCI50.

Tabla: Compuestos finales

N 0

N.% de comp. R1 R2 Datos fis. Puntos de fusion °C pCI50
B1 CH2CHzF 6-metilo .2 HCI 227,22 (DSC) 8,6
B2 CH2CH2CHzF 6-metilo X HCI 106,51 (DSC) 7,7
B3 CH>CH2.F 3,5-dimetilo .succinato 138,81 (DSC) 8,79
B4 CH>CH2.F 5-metoxilo Base libre 117,52 (DSC) 8,48
B5 CH.CF3 5-metoxilo Base libre 136,3 8,29
B6 CH>CH2.F 6-bromo .0,75 succinato 108,78 (DSC) 8,01
B7 CH2>CH2F 6-trifluorometilo Base libre 6,96
B8 CH>CH2F 6-ciclopropilo .succinato 91,25 (DSC) 7,48
B9 CH.CF3 3-metoxilo Base libre 147,0 8,29
B10 CHxCF3 3-(2-fluoroetoxilo) .succinato 140,72 (DSC) 8,2
B11 CHxCF3 5-(2-fluoroetoxilo) Base libre descompuesto 6,97
B12 CH2>CH2>CH2F 3-metoxilo Base libre 165,9 7,88
B13 CH>CH>CHzF 3-(2-fluoroetoxilo) .succinato 118,38 (DSC) 7,86
B14 CH>CH>CHzF 5-metoxilo .0,5 succinato 126,64 (DSC) 7,84
B15 CH2CH2CH2F 5-(2-fluoroetoxilo) Base libre 206,8 6,6
B16 CH>CH2F 3-metoxilo .succinato 178,95 (DSC) 8,43
B17 CH>CH2F 3-(2-fluoroetoxilo) .succinato 114,18 (DSC) 8,42
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B18 CH2>CH2.F 3-fluoro .1,2 succinato 7,79
B19 CH>CH2F 5-(2-fluoroetoxilo) Base libre 212,7 7

B20 CH2>CH2F 5-bromo Base libre 125,8 8,02
B21 CH2>CH2F 5-ciano Base libre descompuesto 71

B22 CH2>CH2F 5-trifluorometilo Base libre 133,23 (DSC) 7,04
B23 CH>CH2F 5-ciclopropilo Base libre descompuesto 7,46
B24 CH2CH2F 6-metoxilo .succinato 113,25 (DSC) 8,53
B25 CH>CH2F 6-etoxilo .succinato 119,65 (DSC) 7,68
B26 CH2CH2F 6-ciano Base libre 148,7 7,48
B27 CH2CH2oF 3-bromo-6-metoxilo Base libre 119,2 7,55
B28 CH>CH2F 3,4,5-trimetilo .succinato 197,08 (DSC) 8,36

C. Parte analitica
Puntos de fusién:

Los valores son valores pico, y se obtienen con incertidumbres experimentales que se asocian comunmente con
este método analitico.

Para varios compuestos, indicados como “DSC” en la tabla anterior, se determinaron los puntos de fusiéon con un
aparato DSC823e (Mettler-Toledo). Se midieron los puntos de fusién con un gradiente de temperatura de
30°C/minuto. La temperatura maxima fue de 400°C.

Para varios compuestos, se determinaron los puntos de fusiéon en tubos capilares abiertos en un aparato Mettler
FP62. Se midieron los puntos de fusién con un gradiente de temperatura de 10°C/minuto. La temperatura maxima
fue de 300°C. Se leyo el punto de fusion a partir de una presentacion visual digital.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Se registraron espectros de 'H-RMN o bien en un espectrometro Bruker DPX-400 o en un Bruker AV-500 con
secuencias de pulso convencionales, funcionando a 400 MHz y 500 MHz, respectivamente. Se notifican los
desplazamientos quimicos (3) en partes por millén (ppm) campo abajo con respecto a tetrametilsilano (TMS), que se
us6 como patrédn interno.

Métodos de CL/EM:

Para la caracterizacién mediante CL/EM de los compuestos de la presente invencion, se usaron los siguientes
métodos.

Procedimiento general para instrumentos HP 1100-MS (TOF o SQD)

Se realizé la medicion de HPLC usando un sistema HP 1100 (Agilent Technologies) que comprende una bomba
(cuaternaria o binaria) con desgasificador, un inyector automatico, un horno de columna, un detector por red de
diodos (DAD) y una columna tal como se especifica en los métodos respectivos. Se configur6 el detector de EM con
o bien una fuente de ionizacién por electrospray o bien una fuente de ionizacién dual ESCI (electrospray combinada
con ionizacién quimica a presién atmosférica). Se usé nitrégeno como gas nebulizador. Se mantuvo la temperatura
de fuente o bien a 140°C o bien a 100°C. Se realiz6 la adquisicion de datos con o bien software MassLynx-Openlynx
o bien software Chemsation-Agilent Data Browser.

Procedimiento general para el instrumento Acquity-SQD

Se realiz6 la medicion de UPLC (cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucién) usando un sistema Acquity UPLC
(Waters) que comprende un organizador de muestra, una bomba binaria con desgasificador, un horno de cuatro
columnas, un detector de red de diodos (DAD) y una columna tal como se especifica en los métodos respectivos. Se
configurd el detector de EM con una fuente de ionizacion dual ESCI (electrospray combinada con ionizacién quimica
a presién atmosférica). Se uso nitrégeno como gas nebulizador. Se mantuvo la temperatura de fuente a 140°C. Se
realizé la adquisicién de datos con software MassLynx-Openlynx.

Procedimiento EM para métodos de CL 1 y 2: Se adquirieron espectros de masas de alta resolucion (detector de
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tiempo de vuelo, TOF) sélo en modo de ionizacién positiva 0 en modos positivos/negativos mediante barrido desde
100 hasta 750 umas. El voltaje de la aguja capilar era de 2,5 kV para el modo positivo, de 2,9Kv para el modo de
ionizacion negativa. El voltaje de cono era de 20 V para ambos modos de ionizacién positiva y negativa. Leucina-
encefalina era la sustancia patrén usada para la calibracién interna del detector de masas.

Procedimiento EM para métodos de CL 3, 4, 5, 6, 7 y 8: Se adquirieron espectros de masas de baja resolucion
(cuadrupolo individual, detector de SQD) s6lo en modo de ionizacién positiva o en modos positivos/negativos
mediante barrido desde 100 hasta 1000 umas. El voltaje de la aguja capilar era de 3 kV para el modo de ionizacion
positiva el voltaje de cono era de 20V, 25V o 20V/50V. Para el modo de ionizacion negativa, el voltaje de cono era
de 30V.

Meétodo 1

Ademas del procedimiento general: Se llevé a cabo HPLC de fase inversa en un cartucho XDB-C18 (1,8 um, 2,1 x
30 mm) de Agilent, a 60°C con una velocidad de flujo de 1 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son:
del 90% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l), el 5% de B (acetonitrilo), el 5% de C (metanol) al 50% de By
el 50% de C, luego al 100% de B y se ejecuta hasta 9,0 minutos equilibrado a las condiciones iniciales. Volumen de
inyeccién de 2 pl.

Método 2

Ademas del procedimiento general: Se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Sunfire-C18 (2,5 um, 2,1
x 30 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
95% de A (disolucién de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (acetonitrilo o
acetonitrilo/metanol 1/1), al 100% de B y se ejecuta hasta 9 6 7 minutos equilibrado a las condiciones iniciales.
Volumen de inyeccion de 2 pl.

Meétodo 3

Ademas del procedimiento general: Se llevo a cabo HPLC de fase inversa en un cartucho XDB-C18 (1,8 um, 2,1 x
30 mm) de Agilent, con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
90% de A (disolucién de acetato de amonio 0,5 g/l), el 10% de B (mezcla de acetonitrilo/metanol, 1/1), al 100% de B
y se ejecuta hasta 9,0 minutos equilibrado a las condiciones iniciales. Volumen de inyeccion de 2 pl.

Meétodo 4

Ademas del procedimiento general: Se llevd a cabo HPLC de fase inversa en una columna Sunfire-C18 (2,5 m, 2,1 x
30 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (mezcla de
acetonitrilo/metanol, 1/1), al 100% de B y se ejecuta hasta 7 minutos equilibrado a las condiciones iniciales. Volumen
de inyeccion de 2 pl.

Método 5

Ademas del procedimiento general: Se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna XBridge-C18 (2,5 um, 2,1
x 30 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (mezcla de
acetonitrilo/metanol, 1/1), al 100% de B y se ejecuta hasta 9,0 minutos equilibrado a las condiciones iniciales.
Volumen de inyeccion de 2 pl.

Meétodo 6

Ademaés del procedimiento general: Se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Eclipse Plus-C18
(3,5 um, 2,1 x 30 mm) de Agilent, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente
usadas son: del 95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (acetonitrilo o
mezcla de acetonitrilo/metanol, 1/1), al 100% de B y se ejecuta hasta 7 minutos equilibrado a las condiciones
iniciales. Volumen de inyeccién de 2 pl.

Meétodo 7

Ademas del procedimiento general: Se llev6 a cabo UPLC de fase inversa en una columna BEH-C18 (1,7 um, 2,1 x
50 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min, a 60°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (mezcla de
acetonitrilo/metanol, 1/1), al 20% de A, el 80% B, luego al 100% de B y se ejecuta hasta 7 é 5 minutos equilibrado a
las condiciones iniciales. Volumen de inyeccién de 0,5 pl.
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Método 8

Ademas del procedimiento general: Se llev6 a cabo UPLC de fase inversa en una columna BEH-C18 (1,7 um, 2,1 x
50 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 50°C. Las condiciones de gradiente usadas son: del
95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo), el 5% de B (acetonitrilo), al 40% de A, el
60% de B, luego al 5% de A, el 95% de B y se ejecuta hasta 5 minutos equilibrado a las condiciones iniciales.
Volumen de inyeccion de 0,5 pl.

Il. ESTUDIOS DE BIODISTRIBUCION:

Método general

Se llevaron a cabo estudios de biodistribucién en ratas Wistar macho sanas (peso corporal 200 - 500 g) a los 2 min,
30 min y 60 min tras la inyeccién (p.i.) (n=3/punto de tiempo).Para [18F]B-4 s6lo se estudiaron los puntos de tiempo
de 2 min y 30 min. Se inyectaron a las ratas aproximadamente 30 uCi del trazador a través de la vena de la cola bajo
anestesia (isoflurano al 2,5% en Oz a una velocidad de flujo de 1 I/min) y se sacrificaron por decapitacién en los
puntos de tiempo especificados anteriormente. Se recogieron la sangre y los érganos principales en tubos tarados y
se pesaron. Se midié la radiactividad en sangre, érganos y otras partes del cuerpo usando un contador gamma
automatizado. Se calcul6 la distribucion de la radiactividad en diferente partes del cuerpo en diferentes puntos de
tiempo p.i. del trazador y se expresé como el porcentaje de dosis inyectada (% de Dl), y como el porcentaje de dosis
inyectada por gramo de tejido (% de DI/g) para los 6rganos seleccionados. El % de DI se calcula como cpm en
6rgano/cpm totales recuperados. Para el calculo de la radiactividad total en sangre, se supuso que la masa de
sangre constituia el 7% de la masa corporal.

A. Resultados de biodistribucion para el compuesto ['®F]B-1

Los resultados del estudio de distribucion in vivo de ['°F]B-1 en ratas Wistar macho se presentan en las tablas 1y 2.
La tabla 1 muestra los valores de % de DI a los 2 min, 30 min y 60 min p.i. del radiotrazador. A los 2 min p.i. estaba
presente aproximadamente el 4,0% de la dosis inyectada en la sangre, y se produjo su aclaramiento hasta el 2,2%
hacia los 60 min tras la inyeccion del trazador. La captacion cerebral inicial total del trazador fue del 0,59%, siendo el
0,49% de la DI en el cerebro y el 0,09% en el cerebelo. A los 60 min tras la inyeccién del radiotrazador, estaba
presente el 54% de DI en el higado e intestinos. Debido a su caracter lipofilo, la excrecion urinaria del trazador fue
minima estando presente s6lo ~2,6% de DI en el sistema urinario a los 60 min p.i. Se observé aumento de la
acumulacion en el estomago (3% de DI, 10% de DI, 17% de DI a los 2, 30 y 60 min p.i., respectivamente). En vista
de la gran masa del cadaver, estaba presente una cantidad significativa de la dosis inyectada (~28% de DI) en el
cadaver en todos los puntos de tiempo examinados. Normalmente, el cadaver constituye hasta > 90% del peso
corporal total del animal. La tabla 2 muestra los valores de % de DI/g para los diferentes 6rganos a los 2 min, 30 min
y 60 min p.i.

Tabla 1. Biodistribucién de [18F]B-1 en ratas normales a los 2, 30 y 60 min p.i.

Organo % de DI
2 min 30 min 60 min
Orina 0,09+0,1 0,29+0,0 1,22+0,2
Rifiones 4,24 +0,5 1,44+£0,2 1,38+ 0,1
Higado 41,94 +2.2 45,29 +5,2 34,49+ 8,0
Bazo + Pancreas 1,92+0,2 0,57 +£0,2 0,43 £0,1
Pulmones 0,92+0,2 0,42 £ 0,1 0,26 = 0,1
Corazén 0,60 + 0,1 0,21 +0,0 0,16+ 0,0
Estémago 3,09+ 0,1 9,73+1,7 16,74 £ 4,6
Intestinos 10,79+1,5 14,67 £ 3,3 19,61 +£1,5
Cuerpo estriado 0,036 £ 0,012 0,013 + 0,001 0,006 + 0,002
Hipocampo 0,018 £ 0,004 0,006 + 0,000 0,005 + 0,001
Corteza 0,069 + 0,008 0,026 + 0,004 0,018 + 0,004
Resto del cerebro 0,367 £ 0,054 0,127 £0,010 0,116 £ 0,027
Cerebro total 0,490 + 0,067 0,172 + 0,012 0,145 + 0,032
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Cerebelo 0,091 £0,018 0,028 £ 0,000 0,023 = 0,005
Sangre 3,96 £0,5 2,40+0,4 2,16+0,4
Cadaver 33,12+2,3 25,50 £2,1 23,68 £3,9

Los datos se expresan como la media £ DE; n = 3 por punto de tiempo; “ porcentaje de dosis inyectada calculado
como cpm en érgano/cpm totales recuperadas

Tabla 2. Concentracién de ['®F]B-1 en diferentes érganos a los 2, 30 y 60 min p.i.

Organo % de Dl/g?
2 min 30 min 60 min

Rifiones 1,75+£0,24 0,61 +0,11 0,46 £ 0,02

Higado 3,40 £ 0,31 3,72+0,87 2,53+0,23

Bazo + Pancreas 1,47 £ 0,15 0,39 £ 0,04 0,26 £ 0,07

Pulmones 0,69 + 0,34 0,27 £ 0,04 0,16 £ 0,05

Corazon 0,76 + 0,09 0,24 + 0,03 0,15+ 0,04
Cuerpo estriado 0,648 £ 0,075 0,250 £ 0,029 0,162 £ 0,042
Hipocampo 0,307 + 0,041 0,096 + 0,012 0,074 £ 0,050
Corteza 0,734 + 0,148 0,204 + 0,016 0,113 £ 0,031
Resto del cerebro 0,411 £0,023 0,1.38 £0,013 0,107 £0,030
Cerebro total 0,444 + 0,026 0,148 + 0,014 0,105 £ 0,035
Cerebelo 0,607 + 0,019 0,145+ 0,020 0,079 £ 0,021

Sangre 0,21 £ 0,02 0,12+ 0,01 0,10 £ 0,02

Cerebro + Cerebelo 0,47 £ 0,03 0,15+ 0,02 0,10 £ 0,03

10

15

Los datos se expresan como la media + DE; n = 3 por punto de tiempo; ¢ los valores de % de Dl/g se calculan como
% de Dl/peso del érgano en g

Puesto que los rifiones y el higado son érganos excretores, tienen los valores mas altos de % de Dl/g, siendo
aproximadamente el 1,8% de Dl/g para los rifiones y el 3,4% de DIl/g para el higado a los 2 min p.i. Los valores de %
de Dl/g para diferentes regiones de cerebro, concretamente cuerpo estriado, hipocampo, corteza y cerebelo se
presentan en la tabla 2. Con el fin de corregir las diferencias en el peso corporal entre diferentes animales, se
normalizaron los valores de % de Dl/g de tejido para el peso corporal. Los valores normalizados se presentan en la
tabla 3. Para todas las regiones cerebrales estudiadas hay un aumento significativo en la concentracién de
radiactividad desde 2 hasta 30 min (< 0,07 % de DI/g corregido para el peso corporal a los 30 min p.i.), lo que indica
lavado significativo del trazador desde todas las regiones cerebrales estudiadas.

Tabla 3. Concentracion de ['®F]B-1en diferentes érganos a los 2, 30 y 60 min p.i. formalizada para el peso corporal
del animal

% de Dl/g x peso corporal en kg &

Organo
2 min 30 min 60 min

Rifones 0,47 £ 0,05 0,17 £ 0,01 0,15+ 0,01
Higado 0,92 £ 0,05 1,02+0,13 0,81 +0,13
Bazo + Pancreas 0,40 £ 0,03 0,11 £0,02 0,08 £ 0,02
Pulmones 0,19 £0,08 0,08 £ 0,02 0,05 + 0,02
Corazén 0,21 £ 0,02 0,07 £ 0,01 0,05 £ 0,01
Cuerpo estriado 0,175 +0,02 0,070 £ 0,01 0,051 £0,01
Hipocampo 0,083 + 0,01 0,027 + 0,01 0,023 + 0,02
Corteza 0,199 + 0,04 0,057 + 0,01 0,036 + 0,01
Resto del cerebro 0,111 £0,00 0,039 + 0,01 0,034 £ 0,01
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Cerebro total 0,120 £ 0,01 0,042 £ 0,01 0,033 £ 0,01
Cerebelo 0,164 + 0,01 0,041 + 0,01 0,025 + 0,01
Sangre 0,06 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 £ 0,01
Cerebro + Cerebelo 0,13 £ 0,01 0,04 + 0,01 0,03 +£ 0,01

Los datos se expresan como la media = DE; n = 3 por punto de tiempo; ? los valores de % de Dl/g se calculan como
% de Dl/peso del érgano en g

La tabla 4 muestra las razones de 2 min/30 min y 2 min/60 min de los valores de % de DI/g (normalizados para el
peso corporal del animal) para diferentes regiones del cerebro. Para todas las regiones cerebrales, las razones de 2
min/30 min son = 2,49 lo que indica que el trazador ya comenzé el lavado durante este periodo de tiempo. Se
observo el lavado mas lento para el cuerpo estriado, la regién con la mayor expresion de PDE10.

Tabla 4: Aclaramiento de [18F]B-1 desde diferentes regiones del cerebro calculado como la razén de 2 min con
respecto a 30 min y de 2 min con respecto a 60 min para los valores de % de Dl/g (normalizados para el peso
corporal)

Regidn cerebral 2 min/30 min 2 min/60 min
Cuerpo estriado 2,49 3,41
Hipocampo 3,06 3,63
Corteza 3,47 5,55
Resto del cerebro 2,86 3,29
Cerebro total 2,88 3,60
Cerebelo 4,01 6,60
Sangre 1,65 1,83

La tabla 5 presenta las razones entre el cuerpo estriado y otras regiones del cerebro asi como la sangre en
diferentes puntos de tiempo tras la inyeccién de [18F]B-1. El cuerpo estriado se considera como la regién rica en
PDE10A vy el cerebelo como la region de referencia. Por tanto, se desean razones altas de cuerpo estriado con
respecto a cerebelo con el fin de tener imagenes de buena calidad in vivo. La razén maxima de cuerpo estriado con
respecto a cerebelo fue de aproximadamente 2, que es bastante baja para un buen trazador de obtencion de
imagenes de PDE10.

Los resultados de estos estudios de biodistribucion indican que no hay retencion significativa de ['®F]B-1 en la region
rica en PDE10A, cuerpo estriado.

Tabla 5: Razones de cuerpo estriado con respecto a otra region cerebral (calculadas a partir de los valores de % de
Dl/g normalizados para el peso corporal del animal) a los 2 min, 30 min y 60 min p.i. de ['®F]B-1

Region cerebral 2 min 30 min 60 min
cuerpo estriado/hipocampo 2,11 2,59 2,24
cuerpo estriado/corteza 0,88 1,22 1,43
cuerpo estriado/cerebelo 1,07 1,72 2,06
cuerpo estriado/sangre 3,10 2,05 1,66

B. Resultados de biodistribucién para el compuesto ['°F]B-3

Los resultados del estudio de distribucion in vivo de ['°F]B-3 en ratas Wistar macho se presentan en las tablas 6 y 7.
La tabla 6 muestra los valores de % de DI a los 2 min, 30 min y 60 min p.i. del radiotrazador. La captacién cerebral
inicial total del trazador fue bastante baja: el 0,39% de la DI a los 2 min p.i., siendo el 0,31% de Dl en el cerebro y el
0,07% de DI en el cerebelo. A los 30 min p.i., estaba presente el 0,035% de DI en el cuerpo estriado, que tiene la
expresion mas alta de PDE10A, y donde se espera que el radiotrazador muestre union. El aclaramiento desde la
circulacion sanguinea fue bastante lento. A los 2 min p.i., estaba presente aproximadamente el 4,0% de la dosis
inyectada en la sangre, y esto se aclard hasta el 3,3% hacia los 60 min p.i. El trazador se aclar6 principalmente por
el sistema hepatobiliar ya que habia en total un 50% de DI presente en higado e intestinos 60 min tras la inyeccién
del radiotrazador. Debido a su cardcter lip6filo, la excrecion urinaria del trazador fue minima estando presente sélo
~3,2% de DI en el sistema urinario a los 60 min p.i. También hay una alta acumulacién inesperada en el estomago
(2,6% de DI, 6,7% de DI, 20% a los 2, 30 y 60 min p.i., respectivamente). En vista de la gran masa del cadaver,
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tiempo examinados. Normalmente, el cadaver constituye hasta > 90% del peso corporal total del animal.

La tabla 7 muestra los valores de % de DI/g para diferentes 6rganos a los 2 min, 30 min y 60 min p.i.

° Tabla 6. Biodistribucion de ["®F]B-3 en ratas normales a los 2, 30 y 60 min p.i.
Organo % de DI
2 min 30 min 60 min
Orina 0,17+0,0 1,11+£0,2 1,69+0,2
Rifiones 3,66 + 0,6 1,22+0,2 1,48+0,0
Higado 47,78 +2,3 42,62+1,5 30,31 +£5,7
Bazo + Pancreas 1,01 £0,3 0,31 +£0,1 0,31 £0,0
Pulmones 0,72+ 0,1 0,47 £ 0,1 0,38 £ 0,1
Corazén 0,39£0,0 0,18+0,0 0,18+0,0
Estdbmago 2,55+0,4 6,70 £ 1,2 19,96 £ 3,9
Intestinos 8,78+ 1,0 21,48+25 19,44 +2.8
Cuerpo estriado 0,023 + 0,006 0,035 + 0,006 0,030 + 0,006
Hipocampo 0,011 £ 0,002 0,006 + 0,001 0,006 + 0,002
Corteza 0,035+ 0,010 0,019+ 0,002 0,017 £ 0,002
Resto del cerebro 0,236 + 0,038 0,121 +£ 0,025 0,115+ 0,026
Cerebro total 0,305 + 0,049 0,180 + 0,027 0,169 + 0,032
Cerebelo 0,071 £ 0,016 0,026 + 0,004 0,023 = 0,009
Sangre 3,98+0,4 3,93+0,4 3,34 £0,7
Cadaver 32,20+1,2 23,51+2,0 24,04+1,5

Los datos se expresan como la media + DE; n = 3 por punto de tiempo;  Porcentaje de dosis inyectada calculado

como cpm en drgano/cpm totales recuperadas

10 Tabla 7. Concentracién de [18F]B-3 en diferentes érganos a los 2, 30 y 60 min p.i.

Srgano % de DI?
2 min 30 min 60 min

Rifiones 1,86+ 0,27 0,61 £ 0,06 0,48 £ 0,02

Higado 5,52+0,17 4,72+0,16 2,44 £ 0,40

Bazo + Pancreas 1,09+0,16 0,30 £ 0,05 0,20 £ 0,02

Pulmones 0,58 £ 0,08 0,37 £ 0,07 0,24 £ 0,03

Corazén 0,58 +0,11 0,24 £ 0,02 0,16 £ 0,02
Cuerpo estriado 0,462 + 0,059 0,575+ 0,098 0,564 + 0,156
Hipocampo 0,202 + 0,033 0,095+ 0,010 0,077 £ 0,015
Corteza 0,308 + 0,038 0,122+ 0,014 0,086 + 0,020
Resto del cerebro 0,281 £ 0,045 0,150 £ 0,014 0,123 £ 0,023
Cerebro total 0,288 + 0,042 0,166 + 0,013 0,133 £ 0,023
Cerebelo 0,286 + 0,064 0,107 £ 0,016 0,085 + 0,030

Sangre 0,27 £ 0,01 0,27 £ 0,02 0,15+ 0,03

Cerebro + Cerebelo 0,30 £ 0,08 0,16 £ 0,01 0,13 +£0,02

Los datos se expresan como la media = DE; n = 3 por punto de tiempo; ? los valores de % de Dl/g se calculan como
% de Dl/peso del érgano en g
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Puesto que los rifiones y el higado son érganos excretores, tienen los valores mas altos de % de Dl/g, siendo
aproximadamente el 1,9% de Dl/g para los rifiones y el 5,5% de Dl/g para el higado a los 2 min p.i. Los valores de %
de Dl/g para diferentes regiones de cerebro, concretamente cuerpo estriado, hipocampo, corteza y cerebelo se

5 presentan en la tabla 7. Con el fin de corregir las diferencias en el peso corporal entre diferentes animales, se
normalizaron los valores de % de Dl/g de tejido para el peso corporal. Los valores normalizados se presentan en la
tabla 8. A los 2 min p.i., se observa la concentraciéon de radiactividad méas alta en cerebro en la region del cuerpo
estriado (el 0,098% de Dl/g corregido para el peso corporal) y esto aumenta con el tiempo (el 0,121% de DlI/g corr. a
los 30 min y el 0,178% de Dl/g corr. a los 60 min p.i.). Esta acumulacion de radiactividad en el cuerpo estriado es

10 compatible con la expresién superior de la enzima PDE10 en esta regién. Para el hipocampo, la corteza y el
cerebelo, las regiones con expresion minima de PDE10A, la concentracion a los 30 min esta disminuida en
comparacién con el punto de tiempo de 2 min, lo que indica lavado del trazador desde estas regiones cerebrales. El
ligero aumento a los 60 min para estas regiones cerebrales puede deberse a la formacion de radiometabolito(s) que
entra(n) en el cerebro.

15
Tabla 8. Concentracién de ['®F]B-3 en diferentes érganos a los 2, 30 y 60 min p.i. normalizada para el peso corporal
del animal

. % de DI/ eso corporal en kg?
Organo ° 9P P 9
2 min 30 min 60 min
Rifiones 0,39 £ 0,07 0,13 £ 0,01 0,15+ 0,00
Higado 1,17 £0,07 1,00 £ 0,03 0,77 £ 0,13
Bazo + Pancreas 0,23 £ 0,04 0,06 + 0,01 0,06 £ 0,01
Pulmones 0,12 £ 0,02 0,08 = 0,02 0,08 £ 0,01
Corazén 0,12+ 0,03 0,05 £+ 0,01 0,05+ 0,01
Cuerpo estriado 0,098 + 0,01 0,121 £0,02 0,178 £0,05
Hipocampo 0,043 £ 0,01 0,020 £ 0,00 0,024 + 0,00
Corteza 0,066 £ 0,01 0,026 £ 0,00 0,027 £ 0,01
Resto del cerebro 0,060 + 0,01 0,032 +£0,00 0,039 £ 0,01
Cerebro total 0,061 £ 0,01 0,035 £ 0,00 0,042 + 0,01
Cerebelo 0,061 £ 0,02 0,023 £ 0,00 0,027 £ 0,01
Sangre 0,06 + 0,01 0,06 = 0,01 0,05+ 0,01
Cerebro + Cerebelo 0,06 + 0,01 0,03 + 0,01 0,04 £ 0,01
La tabla 9 muestra las razones de 2 min/30 min y 2 min/60 min de los valores de % de DI/g (normalizados para el

20 peso corporal del animal) para diferentes regiones del cerebro. Para las razones de 2 min/30 min, el cerebelo tiene
la raz6n mas alta de 2,71, lo que indica que el aclaramiento del trazador es el mas rapido desde esta regién, seguido
por la corteza (2,54) y el hipocampo (2,14), las regiones con expresion minima de PDE10. Para el cuerpo estriado,
por otra parte, la razén de 2 min/60 min (0,55) fue inferior a la razébn de 2 min/30 min (0,81), lo que indica
acumulacion de ['®F]B-3 en el cuerpo estriado rico en PDE10A.

25

Tabla 9: Aclaramiento de ['°F]B-3 desde diferentes regiones del cerebro calculado como la razén de 2 min con
respecto a 30 min y de 2 min con respecto a 60 min para los valores de % de Dl/g (corregido para el peso corporal
del animal)

Regién cerebral 2 min/30 min 2 min/60 min
Cuerpo estriado 0,81 0,55
Hipocampo 2,14 1,77
Corteza 2,54 2,39
Resto del cerebro 1,90 1,53
Cerebro total 1,75 1,45
Cerebelo 2,71 2,27
Sangre 1,01 1,19

34



10

15

20

25

30

ES 2516867713

La tabla 10 presenta las razones entre el cuerpo estriado y otras regiones del cerebro asi como la sangre en
diferentes puntos de tiempo tras la inyeccion de [®F]B-3. El cuerpo estriado se considera como la regién rica en
PDE10A vy el cerebelo como la region de referencia. Por tanto, se desean razones altas de cuerpo estriado con
respecto a cerebelo con el fin de tener imagenes de buena calidad in vivo. A los 2 min p.i., la razén de cuerpo
estriado con respecto a cerebelo fue de aproximadamente 1,6 y esta raz6n aumento hasta 6,6 hacia los 60 min tras
la inyeccion del trazador. Las razones de cuerpo estriado con respecto a corteza y de cuerpo estriado con respecto a
hipocampo también fueron = 6,5 (60 min p.i.), lo que confirma la retencion especifica de ['®F]B-3 en el cuerpo
estriado.

Tabla 10: Razones de cuerpo estriado con respecto a otra region cerebral (calculadas a Partir de los valores de % de
Dl/g normalizados para el peso corporal del animal) a los 2 min, 30 min y 60 min p.i. de [ 8F]B-3

Region cerebral 2 min 30 min 60 min
cuerpo estriado/hipocampo 2,28 6,03 7,32
cuerpo estriado/corteza 1,50 4,69 6,50
cuerpo estriado/cerebelo 1,61 5,38 6,63
cuerpo estriado/sangre 1,73 2,16 3,74

Los resultados de estos estudios de biodistribucion indican que aunque la captacién cerebral inicial fue bastante
baja, existe una acumulacion continua de ['®F]B-3 en el cuerpo estriado, mientras que existe un lavado en el tiempo
desde la regién de referencia, el cerebelo. Esto sugiere la retencion especifica de ['®F]B-3 en la region rica en
PDE10A, el cuerpo estriado.

C. Resultados de biodistribucion para el compuesto ['®F]B-4

Los resultados del estudio de distribucion in vivo de ['®F]B-4 en ratas Wistar macho se presentan en las tablas 11y
12. Debido a la captacién cerebral inicial bastante baja y a la escasa acumulacioén en el cuerpo estriado, no se
realizé el analisis de biodistribucion de 60 min. La tabla 11 muestra los valores de % de DI a los 2 min y 30 min p.i.
del radiotrazador. La captacién cerebral inicial total del trazador fue bastante baja: el 0,40% de la DI a los 2 min p.i.,
siendo el 0,32% de Dl en el cerebro y el 0,07% de DI en el cerebelo. A los 30 min p.i., estaba presente el 0,019% de
DI en el cuerpo estriado, que es bastante baja puesto que el cuerpo estriado tiene la expresion mas alta de PDE10A,
y en esta regién del cerebro se espera que el radiotrazador muestre union. El trazador se aclaré principalmente a
través del higado (el 47% de DI a los 30 min p.i.) al interior de los intestinos (el 12% de DI a los 30 min p.i.). Debido
a su caracter lipdfilo, la excrecion urinaria del trazador fue minima, estando presente sélo ~2,5% de DI en el sistema
urinario a los 30 min p.i. También hay una alta acumulacion inesperada en el estémago (el 2,8% de Dl y el 8% de DI,
a los 2 y 30 min p.i., respectivamente). La tabla 12 muestra los valores de % de Dl/g para diferentes 6rganos a los 2
min y 30 min p.i.

Tabla 11. Biodistribucion de ['®F]B-4 en ratas normales a los 2 y 30 min p.i.

Organo % de DI"
2 min 30 min
Orina 0,28 + 0,1 0,75+ 0,1
Rifiones 4,99+0,2 1,71 +£0,3
Higado 35,98 + 3,1 47,40 £ 3,5
Bazo + Pancreas 2,37 +£0,2 0,56 £ 0,1
Pulmones 1,12+0,0 0,35+ 0,1
Corazén 0,62+0,2 0,28 + 0,1
Estdémago 2,80+0,2 8,08 £3,7
Intestinos 12,02+ 2,1 11,98 +1,9
Cuerpo estriado 0,018 £ 0,003 0,019 £ 0,003
Hipocampo 0,006 + 0,002 0,004 £ 0,000
Corteza 0,036 + 0,007 0,022 + 0,002
Resto del cerebro 0,257 + 0,014 0,162 + 0,030
Cerebro total 0,317 £0,014 0,208 £ 0,027
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Cerebelo 0,065 + 0,011 0,028 + 0,002
Sangre 455+0,4 3,35+£0,5
Cadaver 36,93+1,3 26,15+1,2

Los datos se expresaron como la media + DE; n = 3 por punto de tiempo; ? Porcentaje de dosis inyectada calculado
como cpm en érgano/cpm totales recuperadas

Tabla 12. Concentracion de ['°F]B-4 en diferentes 6rganos a los 2 y 30 min p.i.

Organo . % de DI” .
2 min 30 min

Rifnones 1,34 £ 0,35 0,68 £0,12

Higado 2,32+0,28 3,85+ 0,04

Bazo + Pancreas 1,17+ 0,03 0,40 £ 0,02

Pulmones 0,46 +£ 0,07 0,24 £ 0,02

Corazén 0,45+0,13 0,24 £ 0,04
Cuerpo estriado 0,467 £ 0,002 0,458 £ 0,041
Hipocampo 0,193 +£ 0,031 0,108 £0,013
Corteza 0,355+ 0,012 0,145 + 0,026
Resto del cerebro 0,248 +£ 0,030 0,149 £ 0,019
Cerebro total 0,263 + 0,029 0,157 £0,019
Cerebelo 0,231 + 0,031 0,104 £ 0,005

Sangre 0,14 + 0,04 0,18 £0,03
Cerebro + Cerebelo 0,269 + 0,066 0,151 £0,016

Los datos se expresan como la media + DE; n = 3 por punto de tiempo; ¢ los valores de % de Dl/g se calculan como
% de Dlipeso del érgano en g

Puesto que los rifiones y el higado son érganos excretores, tienen los valores mas altos de % de Dl/g, siendo
aproximadamente el 1,3% de Dl/g para los rifiones y el 2,3% de DI/g para el higado a los 2 min p.i. Los valores de %
de Dl/g para diferentes regiones de cerebro, concretamente cuerpo estriado, hipocampo, corteza y cerebelo se
presentan en la tabla 12. Con el fin de corregir las diferencias en el peso corporal entre diferentes animales, se
normalizaron los valores de % de Dl/g de tejido para el peso corporal. Los valores normalizados se presentan en la
tabla 13. A los 2 min p.i. se observa la concentracion de radiactividad mas alta en cerebro en el cuerpo estriado (el
0,226% de Dl/g corregido para el peso corporal). Para el hipocampo, la corteza y el cerebelo este valor fue del
0,091% de Dl/g corr., el 0,168% de Dl/g corr., el 0,109% de Dl/g corr., respectivamente. A los 30 min p.i., la
concentracién en el cuerpo estriado disminuyé hasta el 0,125% de Dl/g corregido para el peso corporal. Para las
otras regiones cerebrales, el lavado fue superior (< 0,040% de DI/g corregido para el peso corporal a los 30 min p.i.).

Tabla 13. Concentracion de ['°F]B-4 en diferentes 6rganos a los 2 y 30 min p.i. normalizada para el peso corporal del
animal

% de Dl/g x peso corporal en kg ?

Organo 2 min 30 min

Rifiones 0,63+0,17 0,19+ 0,03
Higado 1,09+ 0,08 1,05+0,03
Bazo + Pancreas 0,55 +0,03 0,11 £0,01
Pulmones 0,22 £ 0,03 0,07 £0,00
Corazon 0,21 + 0,06 0,07 £ 0,01
Cuerpo estriado 0,226 + 0,01 0,125 £ 0,01
Hipocampo 0,091 £ 0,01 0,029 +£ 0,00
Corteza 0,168 + 0,00 0,040 = 0,01
Resto del cerebro 0,117 £ 0,01 0,041 £ 0,00
Cerebro total 0,124 +£ 0,01 0,043 £ 0,00
Cerebelo 0,109 + 0,01 0,029 + 0,00
Sangre 0,07 £ 0,01 0,05 £ 0,01
Cerebro + Cerebelo 0,13+ 0,01 0,04 + 0,00

La tabla 14 muestra las razones de 2 min/30 min y 2 min/60 min de los valores de % de Dl/g (normalizados para el
peso corporal) para diferentes regiones del cerebro. Para las razones de 2 min/30 min, la corteza tiene la raz6n mas
alta de 4,24, lo que indica que el aclaramiento del trazador es mas rapido desde esta region, seguido por el cerebelo
(3,82) y el hipocampo (3,08), que no expresan PDE10. Para el cuerpo estriado, la razén de 2 min/30 min fue la mas
baja (1,80), lo que indica lavado mas lento de [18F]B-4 desde la region rica en PDE10, el cuerpo estriado.

Tabla 14: Aclaramiento de [18F]B-4 desde diferentes regiones del cerebro calculado como razén de 2 min con
respecto a 30 min para los valores de % de Dl/g normalizados para el peso corporal del animal
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Regién cerebral 2 min/30 min
Cuerpo estriado 1,80
Hipocampo 3,08
Corteza 4,24
Resto del cerebro 2,87
Cerebro total 2,90
Cerebelo 3,82
Sangre 1,36

La tabla 15 presenta las razones entre el cuerpo estriado y otras regiones del cerebro, asi como sangre en
diferentes puntos de tiempo tras la inyeccion de ['®F]B-4. Cuerpo estriado se considera como la regioén rica en
PDE10A y cerebelo como la regiéon de referencia. Por tanto, se desean razones altas de cuerpo estriado con
respecto a cerebelo con el fin de tener imagenes de buena calidad in vivo. A los 2 min p.i., la razén de cuerpo
estriado con respecto a cerebelo fue de aproximadamente 2,07 y esta razén aumenté hasta 4,38 hacia los 30 min
tras la inyeccion del trazador. Las razones de cuerpo estriado con respecto a corteza y de cuerpo estriado con
respecto a hipocampo también fueron = 3,16, lo que confirma retencion de [‘BF]B-4 en el cuerpo estriado.

Tabla 15: Razones de cuerpo estriado con respecto a otra region cerebral (calculadas a partir de los valores de % de
Dl/g normalizados para el peso corporal del animal) a los 2 min y 30 min p.i. de ['*F]B-4

Regidn cerebral 2 min 30 min
cuerpo estriado/hipocampo 2,49 4,25
cuerpo estriado/corteza 1,35 3,16
cuerpo estriado/cerebelo 2,07 4,38
cuerpo estriado/sangre 3,47 2,61

ll. ANALISIS DE RADIOMETABOLITOS DEL COMPUESTO ['®F]B-3

A. Analisis de radiometabolitos en plasma a 2/30/60 minutos p.i.

Se estudi6 la estabilidad metabélica del compuesto ['°F]B-3 en ratas normales (n=2) mediante la determinacion de
las cantidades relativas del trazador original y los radiometabolitos en plasma a los 2, 30 y 60 min p.i. del trazador.
Tras la administracion intravenosa (i.v.) de aproximadamente 1,7 mCi de ['®F]B-3 a través de la vena de la cola bajo
anestesia (isoflurano al 2,5% en O a una velocidad de flujo de 1 I/min), se recogié sangre a través de la vena de la
cola en los puntos de tiempo mencionados anteriormente (del mismo animal) en tubos que contenian heparina de
litio (tubos LH PST de 4,5 ml; BD vacutainer, BD, Franklin Lakes, EE.UU.) y se almacenaron en hielo para detener el
metabolismo. A continuacidn, se centrifugd la sangre durante 10 min a 3000 rpm para separar el plasma. Se aislé un
volumen de aproximadamente 0,1 ml de muestra de plasma y se realizaron adiciones conocidas con
aproximadamente 10 ul de B-3 no radiactivo auténtico (disolucién 1 mg/ml) y 10 pl de producto intermedio 1-7
(disolucién 1 mg/ml, metabolito principal segun los estudios in vitro) para su identificacion. Entonces se inyecto el
plasma en un sistema de HPLC que consistia en una columna Chromolith Performance (C1g, 3 mm x 100 mm,
Merck) que se eluyé con mezclas de NaOAc 0,05 M, pH 5,5 (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Se uso el
método siguiente para el analisis: elucion isocratica con 100% de A durante 4 min a una velocidad de flujo de 0,5
ml/min, luego gradiente lineal hasta el 90% de B en 14 min a una velocidad de flujo de 1 ml/min, y elucion isocratica
con una mezcla del 10% de A y 90% de B a una velocidad de flujo de 1 ml/min hasta 17 min. Tras hacer pasar a
través de un detector UV en linea (254 nm), se recogio el eluato de HPLC como fracciones de 1 ml (recogida de
fracciones cada min) usando un colector de fracciones automatico. Para una buena separacién entre el trazador
intacto y el radiometabolito polar ['®F]I-7, se recogieron fracciones cada 30 s comenzando a partir de 8 min tras la
inyeccion de HPLC hasta 12 min tras la inyeccion de HPLC. Se midi6 la radiactividad en todas las fracciones usando
un contador gamma automatizado. El pico correspondiente al ['®F]B-3 intacto eluyé a -18 min, mientras que el
radiometabolito ['®F]I-7 esperado eluyé desde ~13 hasta 15 min. También se detecté un radiometabolito polar no
identificado que eluia desde 3 hasta 5 min en el cerebro. Un resumen de los resultados del andlisis de
radiometabolitos en plasma se presenta en la tabla 16.

Tabla 16. Porcentajes relativos de trazador intacto y radiometabolitos en plasma de rata a los 2, 30 y 60 min p.i. de
['®F]B-3. Los resultados se presentan como la media + DE (n=2)
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% Mean * DE (n=2)

2 min 30 min 60 min
Metabolitos polares 3,7£26 47,0 £41 61,6 £7,7
Trazador intacto 96,3+ 2,6 53,0 £+ 41 38,4+7,7

El andlisis muestra que a los 2 min tras la inyeccién del radiotrazador, aproximadamente el 96% de la radiactividad
recuperada en plasma estaba en forma de trazador intacto. A los 30 min p.i., se detecté un 47% de los
radiometabolitos polares en plasma y esta cantidad aumentd hasta el 62% a los 60 min p.i. El radiometabolito mas
polar probablemente surge de la escision y la oxidacion de la cadena de ['®F]fluoro-etilo, ya que este metabolito
polar también se detecta en el cerebro (véase méas adelante). El segundo radiometabolito polar, que eluye cerca del
trazador intacto, podria identificarse como ['°F]I-7. La radiactividad correspondiente a las fracciones (mas lipdfilas)
que eluyen tras el trazador intacto fue insignificante y esto indica no formacién de radiometabolitos lipéfilos que, si
estan presentes, podrian penetrar en la barrera hematoencefalica.

B. Andlisis de radiometabolitos en cerebro perfundido a los 30/60 minutos p.i.

Para cada punto de tiempo estudiado se inyectaron a dos ratas aproximadamente 0,6 mCi de ['®F]B-3. A los 30 min
0 60 min tras la inyeccion del trazador, se sacrificaron las ratas mediante la administracion de una sobredosis de
Nembutal. Cuando dejaron de respirar, se perfundieron las ratas con solucién salina (Mini Plasco®, Braun,
Melsungen, Alemania) hasta que el higado se volvié pélido. Se aisl6 el cerebro, se separaron el cerebro y cerebelo y
se homogeneizaron en 3 ml y 2 ml de acetonitrilo, respectivamente, durante aproximadamente 2 min. Se diluy6 un
volumen de 1 ml de este homogeneizado con un volumen igual de agua y se filir6 una parte de este homogenizado a
través de un filtro de 0,22 um (Millipore, Bedford, EE.UU.). Se diluyeron aproximadamente 0,4 ml del filtrado con
0,1 ml de agua y se realizaron adiciones conocidas con 10 pl de B-3 no radiactivo auténtico (disolucién 1 mg/ml) y
10 ul de 1-7 (disolucién 1 mg/ml, metabolito principal segun los estudios in vitro) para su identificacion. Entonces se
inyectd el homogeneizado de cerebro/cerebelo en un sistema de HPLC que consistia en una columna analitica
XBridge™ (C1g, 5 um, 3 mm x 100 mm, Waters) eluida con una mezcla de tampén acetato de sodio 0,05 M, pH 5,5y
acetonitrilo (70:30 v/v) a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se recogi6 el elutato de HPLC como fracciones de
1 ml (recogida de fracciones cada minuto) tras hacer pasar a través del detector UV, y se midi6 la radiactividad en
las fracciones usando un contador gamma automatizado.

El pico correspondiente al [18F]B-3 intacto eluy6 a ~15 min, mientras que el radiometabolito principal [18F]I-7 presente
en plasma no se detectd en cerebro. También se detect6 el metabolito polar que eluye a aproximadamente 2 min en
plasma (véase anteriormente) y atraviesa la barrera hematoencefélica como puede deducirse a partir de los estudios
de incubacion in vitro (véase mas adelante). Un resumen de los resultados del analisis de radiometabolitos en
cerebro de rata perfundido se presenta en la tabla 17. La fraccion de radiometabolitos apolares detectados en
cerebro es insignificante. El porcentaje de metabolitos polares detectados en cerebelo es superior en comparacion
con el cerebro. A los 30 min p.i., estaba presente aproximadamente el 86% de la radiactividad recuperada como
trazador intacto en el cerebro, en el cerebelo esto fue de ~69%. Tras 60 min, la cantidad de trazador intacto en el
cerebro estaba disminuida hasta ~72%, en el cerebelo esto fue de aproximadamente el 47%.

Tabla 17. Porcentajes relativos de trazador intacto y radiometabolitos en cerebro y cerebelo de rata perfundidos a los
30 y 60 min p.i. de ["®F]B-3. Los resultados se presentan como la media + DE (n=2)

% 30 min p.i. 60 min p.i.
Cerebro Cerebelo Cerebro Cerebelo
metabolito polar 14,4 +10,1 30,6 £+9,8 28,2+79 53,0+£11,3
trazador intacto 85,6 + 10,1 69,4 +9,8 71,8+7,9 47,0 £11,3

C. Andlisis de radiometabolitos de sangre, plasma y homogeneizado de cerebro de rata tras incubacién in vitro con
['8F]B-3 a 37°C durante 60 min

Se incubaron sangre, plasma y cerebro homogeneizado de una rata con aproximadamente 0,17 mCi de [‘BF]B-B a
37°C. Tras 60 min de incubacion, se colocaron las muestras en hielo para detener el metabolismo. Se prepararon
muestras de sangre y homogeneizado de cerebro y se analizaron en RP-HPLC tal como se describié anteriormente.
La cantidad de radiometabolitos detectados en sangre, plasma y cerebro de rata tras una hora de incubacion fue
insignificante. Esto indica que el radiometabolito -polar (que se suponia que era un derivado de ['®F]fluoroetilo)
observado en cerebro y cerebelo de rata perfundidos a los 30 y 60 min p.i. de ['®F]B-3, se forma de manera
periférica (en el higado) y atraviesa la barrera hematoencefalica.

IV. ESTUDIOS DE OBTENCION DE IMAGENES EN MICROPET
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Se realizaron experimentos de obtencién de imagenes en un dispositivo de exploracién microPET Focus™ 220
(Concorde Microsystems, Knoxville, TN, EE.UU.) usando ratas Wistar macho con peso corporal que variaba entre
300 y 600 g. Durante todas las sesiones de exploracion, se mantuvieron los animales bajo anestesia con gas
(isoflurano al 2,5% en O» a una velocidad de flujo de 1 I/min). Se obtuvieron exploraciones dinamicas de 120 min en
modo lista. Tras la reconstruccion de las imagenes, se registraron conjuntamente de manera semiautomatica con un
patron de [''Clracloprida del cerebro de rata y se generaron voltiimenes de interés (VOI) para diferentes estructuras
cerebrales anatdmicas (cuerpo estriado, corteza cerebral y cerebelo) a partir de los cuales se construyeron curvas
de tiempo-actividad (TAC) para cada imagen individual, usando el software PMOD (PMOD Technologies Ltd.). Se
realizé la normalizacion para el peso corporal del animal y la dosis inyectada. La concentracién de radiactividad en
las diferentes regiones cerebrales se expres6 como SUV (valor de captacion normalizado) como una funcién del
tiempo en segundos tras la inyeccion del radiotrazador. Se calcularon los valores paramétricos de potencial de unién
(BP) para todas las imagenes obtenidas mediante el uso de un modelo tisular de referencia simplificado en el que se
usé la TAC del cerebelo como la TAC de entrada para la unién no especifica, usando el mismo software (PMOD).

A. Estudios en microPET con el compuesto ['®F]B-3

Se inyectaron a tres ratas aproximadamente 2,2 mCi de formulacion de ['®F]B-3 de alta actividad especifica a través
de la vena de la cola bajo anestesia (isoflurano al 2,5% en O, a una velocidad de flujo de 1 I/min) y se exploraron
como nivel inicial durante 2 horas.

Se observo una sefal de alta intensidad en el cuerpo estriado con sélo radlactlwdad de fondo en las regiones
corticales asi como en el cerebelo. Las TAC muestran que tras la inyeccion de ['®F]B-3 hay una alta captacion inicial
del radiotrazador en el cuerpo estriado, las regiones corticales y el cerebelo. Tras esta alta captacién inicial debida a
la actividad de acumulacion de sangre, se aclard la radiactividad no especifica desde las regiones corticales y el
cerebelo. En el cuerpo estriado, la concentraciéon de radiactividad alcanz6é su maximo (SUV promedio de 1,04) a
aproximadamente los 16 min p.i. y esto permanecié a un nivel similar hasta aproximadamente 53 min p.i. Se
obtuvieron razones pico de cuerpo estriado con respecto a cerebelo de 5,6 a 1 (n=3) a los 23 min tras la inyeccién y
estas razones permanecieron en torno a 5,6 hasta aproximadamente 53 min tras la inyeccién. Tras esto, las razones
disminuyeron lentamente hasta el final del experimento debido al aclaramiento de la actividad desde el cuerpo
estriado. Se calculé el valor de BP mediante el uso de un modelo tisular de referencia simplificado donde se
consider6 la TAC del cuerpo estriado como la TAC rica en PDE10 y se usé la TAC del cerebelo como la TAC pobre
en PDE10. El BP promedio en el nivel inicial fue de 4,1 (n=3).

Se realizaron estudios de pretratamiento donde se administr6 el analogo B-3 no radiactivo a través de la via
subcutanea a una dosis de 2,5 mg/kg de peso corporal en una rata (uno de los tres animales que se usaron en la
exploracion de nivel inicial). A los 60 min tras el pretratamiento, se inyectaron a la rata 2,24 mCi formulacién de
[‘8F]B 3 de alta actividad especifica a través de la vena de la cola bajo anestesia (isoflurano al 2,5% en O. a una
velocidad de flujo de 1 I/min) y se realiz6 una exploracién dinamica durante 2 horas.

Cuando se pretratd el animal con compuesto “frio”, la razoén de cuerpo estriado con respecto a cerebelo disminuy6
hasta 1,9. Ademas, hubo una reduccion de aproximadamente el 80% en los valores de BP con pretratamiento en
comparacion con las exploraciones de nivel inicial (BP tras el bloqueo = 0,8 (n=1)).

Los estudios de biodistribucién asi como los estudios de obtencion de imagenes en microPET han mostrado
retenmon especifica o lavado mas lento de este trazador desde la region rica en PDE-10, el cuerpo estriado. Por
tanto, [ F]B -3 es un agente adecuado para la obtencidén de imagenes y la cuantificacién de PDE10A usando PET.

B. Estudio de nivel inicial en microPET con el compuesto ['®F]B-4

Se inyectaron a una rata aproximadamente 4 mCi de la formulacion de ['®F]B-4 de alta actividad especifica a través
de la vena de la cola bajo anestesia (isoflurano al 2,5% en O, a una velocidad de flujo de 1 I/min) y se exploraron
como nivel inicial durante 2 horas.

Se observo una sefal de alta intensidad en el cuerpo estriado con sélo radlactlwdad de fondo en las regiones
corticales asi como en el cerebelo. Las TAC muestran que tras la inyeccion de ['*F]B-4 hay una alta captacion inicial
del radiotrazador en el cuerpo estriado, las regiones corticales y el cerebelo. Tras esta alta captacion inicial debida a
la actividad de acumulacion de sangre, se aclaré la radiactividad no especifica desde las regiones corticales y el
cerebelo. El aclaramiento desde el cuerpo estriado fue més lento, lo que indica retencién del trazador en esta regién.
Se obtuvieron razones pico de cuerpo estriado con respecto a cerebelo de 4,4 a 1 a aproximadamente 6 min tras la
inyeccién y estas razones permanecieron en torno a 4,4 hasta aproximadamente 13 min tras la inyeccion. Tras esto,
la razén disminuy6 bastante rapido debido al aclaramiento de la actividad desde el cuerpo estriado. Se calculd el
valor de BP a partir de estas imagenes mediante el uso de un modelo tisular de referencia simplificado donde se usé
el cerebelo como tejido de referencia. El BP en el nivel inicial fue de 2,5 (n=1).

Los estudios de biodistribucién asi como los estudios de obtencion de imagenes en microPET han mostrado
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retencion especifica o lavado mas lento de ['®F]B-4 desde la region rica en PDE-10, el cuerpo estriado. Compuesto
['®F]B-4 también podria ser un agente adecuado para la obtencién de imagenes de la expresion de PDE10A en el
cerebro usando PET.

Comparacién de las cinéticas de ['®F]B-3 y ['®F]Ref

Se compararon las cinéticas de dos ligandos de PDE10A de PET prometedores, ['°FIB-3 y ['®F]Ref (2-{4-[1-(2-
["®FIfluoroetil)-4-piridin-4-il-1H-pirazol-3-il]-fenoximetil}-quinolina, documento WO 2010/097367).

Se inyectaron a ratas Wistar macho normales i.v. a través de la vena de la cola bajo anestesia (isoflurano al 2,5% en
Oz a una velocidad de flujo de 1 I/min) trazador de alta actividad especifica [18F]B-3 o] [18F]Ref y se sometieron a
exploracion dindmicamente usando [/PET durante 120 min. Durante las sesiones de exploracion, se mantuvieron los
animales bajo anestesia con gas (isoflurano al 2,5% en O» a una velocidad de flujo de 1 I/min). La concentracion de
radiactividad en las diferentes regiones cerebrales se expres6 como valor de SUV como una funcién del tiempo p.i.
del radiotrazador mediante normalizacion para el peso corporal del animal y dosis inyectada.

Curvas de tiempo-actividad de nivel inicial

Para ambos trazadores, hubo un lavado claro de radiactividad desde el cerebelo y la corteza, regiones cerebrales
donde la expresion de PDE10A es minima. Ambos trazadores se mantuvieron en el cuerpo estriado, sin embargo las
cinéticas en esta region cerebral son diferentes para ambos ligandos de PET. [18F]Ref alcanza su concentracién de
radiactividad maxima [SUV promedio de 0,73] a aproximadamente 57 min p.i. y esto permanece al mismo nivel hasta
el final del experimento.

['®F]B-3 alcanza su concentracion de radiactividad maxima [SUV promedio de 1,04] a aproximadamente 16 min p.i.
El lavado de ['®F]B-3 desde el cuerpo estriado comienza aproximadamente a los 53 min p.i. La cinética méas rapida
de ['®F]B-3 en comparacion con['°F]Ref también se refleja en las razones de cuerpo estriado con respecto a
cerebelo. Para [18F]B-3, se obtuvieron razones pico de cuerpo estriado con respecto a cerebelo de aproximadamente
5,6 a los 23 min p.i. y estas razones permanecieron en torno a 5,6 hasta aproximadamente 53 min p.i. Tras esto, las
razones disminuyeron lentamente hasta el final del experimento debido al aclaramiento de la actividad desde el
cuerpo estriado. Para [18F]Ref, se alcanzé una razén maxima de cuerpo estriado con respecto a cerebelo de 4,2 tras
aproximadamente 32 min p.i., que permanecié constante hasta el final de la exploracién.

TABLA 18. Comparacion de algunos parametros cinéticos de ['°F]Ref y ["*F]B-3 en el nivel inicial

['®F]Ref ['°FIB-3
(SUV 100 min/SUV MAX)cuerpo estriado 1 0,7
(periodo de tiempo de SUV MAX)cuerpo estriado ~57 min p.i. — fin de la exploracién ~16 min - 53 min p.i.
Periodo de tiempo razén S/C MAX ~32 min p.i. — fin de la exploracion ~23 min - 53 min p.i.
*SUV MAX en el cuerpo estriado 0,7 1,0
*razdon S/C MAX 4,2 5,6

S/C = Razdn de cuerpo estriado con respecto a cerebelo. *valores promedio a lo largo del periodo de tiempo de
maximo

Las cinéticas mas lentas requieren tiempos de adquisiciébn mas largos en aplicaciones clinicas para obtener valores
de volumen de distribucion robustos. Por tanto ['®F]B-3 es mas prometedor como ligando de PDE10A para obtencion
de imagenes cerebrales en ser humano. Ademas, ['®F]B-3 alcanza una concentracion de radiactividad superior en el
cuerpo estriado y razones superiores de cuerpo estriado con respecto a cerebelo en comparacién con[‘sF]Ref (tabla
18) dando como resultado imagines in vivo de calidad superior y cuantificacién mas precisa de potencial de unién de
PDE10A.
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REIVINDICACIONES

1.- Compuesto de formula (1)

l 0]
(R,)n

o una forma estereoisomérica del mismo, en la que
R'es 2-fluoroetilo, 2,2,2-trifluoroetilo o 3-fluoropropilo;
nes1,263;

cada R? es independientemente alquilo Ci.s, ciclopropilo, alquiloxilo Ci.s, haloalquiloxilo Ci.s, halo, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, difluorometoxilo o ciano,

en la que al menos un F es ['°F],

0 un solvato o una forma de sal del mismo.

2.- Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R' es 2-fluoroetilo.

3.- Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? es 6-metilo, 3,5-dimetilo o 5-metoxilo.

4.- Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto es 2-[[4-[1-(2-fluoroetil)-4-(4-piridinil)- 1 H-pirazol-3-
ilffenoxi]metil]-3,5-dimetilpiridina.succinato.

5.- Composicion estéril que comprende un compuesto de férmula (I) segun la reivindicaciéon 1 disuelto en solucién
salina.

6.- Uso de un compuesto de féormula (l) segun la reivindicacién 1 para la obtencion de imagenes de un tejido, células
0 un huésped, in vitro o in vivo.

7.- Método de obtencion de iméagenes de un tejido, células o un huésped, que comprende poner en contacto con o
administrar a un tejido, células o un huésped un compuesto de férmula (l) segun la reivindicacion 1, y obtener
imagenes del tejido, las células o el huésped con un sistema de obtenciéon de imagenes mediante tomografia de
emision de positrones.

8.- Compuesto precursor de formula (VI)

N/
M
\N'N\Hm/\oH
O
N
| N
y (Vi)

(Ry)n

o una forma estereoisomérica del mismo, en la que

mes162;
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nes1,263;

cada R? es independientemente alquilo Cis, ciclopropilo, alquiloxilo Ci.s, halo, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
difluorometoxilo o ciano,

o un solvato o una forma de sal del mismo.
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