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DESCRIPCION
Pirazoles trisustituidos como moduladores de los receptores de acetilcolina

La presente invencion se refiere a derivados de 1-alquil-3-anilina-5-aril-pirazol y sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos, a procesos para prepararlos, a composiciones farmacéuticas que los contienen y a su uso en terapia.
La invencion se refiere particularmente a moduladores alostéricos positivos de receptores nicotinicos de acetilcolina,
teniendo tales moduladores alostéricos positivos la capacidad para aumentar la eficacia de agonistas de receptores
nicotinicos.

Técnica anterior antecedente

El documento WO 2007/118903 da a conocer 1-alquil-3-anilina-5-aril-1,2,4-triazoles como moduladores positivos de
receptores nicotinicos de acetilcolina Utiles para tratar trastornos neuroldgicos, degenerativos y psiquiatricos.

El documento EP 0248523 da a conocer N-[4-metoxifenil)-1-metil-5-fenil-1H-pirazol-3-amina Gtil como agente
antiinflamatorio de amplio espectro.

El documento WO 2007/031440 da a conocer derivados de 2-anilina-4-aril-tiazol que tienen propiedades como
moduladores positivos, en particular aumentando la eficacia de agonistas en el receptor nicotinico a.7.

Antecedentes de la invencion

Los receptores colinérgicos se unen normalmente al neurotransmisor endégeno acetilcolina (ACh), desencadenando
de ese modo la apertura de canales idnicos. Los receptores de ACh en el sistema nervioso central de mamiferos
pueden dividirse en los subtipos muscarinico (MAChR) y nicotinico (nAChR) baséandose en las actividades agonistas
de muscarina y nicotina, respectivamente. Los receptores nicotinicos de acetilcolina son canales i6nicos regulados
por ligandos que contienen cinco subunidades. Los miembros de la familia de genes de subunidades de nAChR se
han dividido en dos grupos basandose en sus secuencias de aminoacidos; un grupo que contiene las denominadas
subunidades B, y un segundo grupo que contiene subunidades a. Se ha mostrado que tres clases de subunidades a,
o7, a8 y a9, forman receptores funcionales cuando se expresan solas y por tanto se supone que forman receptores
pentaméricos homooligoméricos.

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

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

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

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

Se han sugerido compuestos que se unen a los nAChR para el tratamiento de una gama de trastornos que implican
una reduccion de la funcién colinérgica tal como déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion o pérdida
de memoria. Se espera que la modulacién de la actividad de receptores nicotinicos a7 sea beneficiosa en varias
enfermedades incluyendo enfermedad de Alzheimer, demencia por cuerpos de Lewy, trastorno por déficit de
atencién e hiperactividad, ansiedad, esquizofrenia, mania, trastorno bipolar, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral u otros trastornos neurolégicos, degenerativos y
psiquiatricos en los que exista pérdida de sinapsis colinérgicas, incluyendo jet lag, tabaquismo y dolor.

Sin embargo, el tratamiento con agonistas de receptores nicotinicos que actlan en el mismo sitio que ACh es
problematico porque la ACh no sélo activa, sino que también bloquea la actividad de receptores a través de
procesos que incluyen desensibilizacion y bloqueo no competitivo. Ademas, la activacion prologada parece inducir
una inactivaciéon de larga duracién. Por tanto, puede esperarse que los agonistas de ACh reduzcan la actividad asi
como que la potencien.
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En general, en los receptores nicotinicos, y cabe destacar en el receptor nicotinico a7, la desensibilizacion limita la
duracién de la accion de un agonista aplicado.

Descripcion de la invencion

Se ha encontrado sorprendentemente que determinados derivados de pirazol novedosos pueden aumentar la
eficacia de agonistas en los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR). Es probable que los compuestos que
tienen este tipo de accion (denominados a continuacién en el presente documento “moduladores alostéricos
positivos”) sean utiles para el tratamiento de estados asociados con reducciones en la transmision nicotinica. En una
practica terapéutica, tales compuestos podrian restaurar la comunicacion interneuronal normal sin afectar al perfil
temporal de activacion. Ademas, no se espera que los moduladores alostéricos positivos produzcan una inactivacion
a largo plazo de receptores como puede suceder con una aplicacién prolongada de agonistas.

Los moduladores positivos de nAChR de la presente invencion son Utiles para el tratamiento o la profilaxis de
trastornos psicoticos, trastornos o enfermedades de deterioro intelectual, enfermedades o estados inflamatorios en
los que es beneficiosa la modulacién del receptor nicotinico o7.

La presente invencién se refiere a derivados de 1-alquil-3-anilina-5-aril-pirazol que tienen propiedades como
moduladores alostéricos positivos, en particular aumentando la eficacia de agonistas en el receptor nicotinico 7. La
invencion se refiere ademas a métodos para su preparacion y a composiciones farmacéuticas que los comprenden.
La invencion también se refiere al uso de estos derivados para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
o la profilaxis de trastornos psicéticos, trastornos o enfermedades de deterioro intelectual, o enfermedades o estados
inflamatorios en los que es beneficiosa la modulacién del receptor nicotinico a.7.

Los compuestos de la presente invencion difieren estructuralmente de los compuestos de la técnica anterior.

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

zZ

\

N—nN

A \ T—Q 0

H

o una forma estereoisémerica del mismo, en la que

Z es alquilo Cy.6 sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste
en hidroxilo, R'R®N-C(=0)-, R*0-C(=0)- y halo;

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es fenilo, piridinilo o benzodioxanilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno, dos o mas sustituyentes
seleccionados independientemente del grupo que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.s, alquil C1.6-O-, alquil C1.6-S-,
polihaloalquilo C+., polihaloalquil C1.6-O-, mono- y di(alquil Cy.6)amino, pirrolidinilo, piperidinilo, morfolinilo, CH3O-
alquil Ciy6-NH-, HO-alquil Ci.6-NH-, cicloalquilo Css, cicloalquil Cs.s-NH-, cicloalquil Css-alquil Ci.s-NH-,
metoxicarbonilo, alquil C1.s-O-alquil C1.6- y cicloalquil Cz.6-O-alquil C1-6-;

R'y R? representan cada uno independientemente hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo Cas, alquil C14-O-alquilo C1.6
o cicloalquil Cs.s-alquilo C1.6; 0

R' y R? tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un radical heterociclico seleccionado
del grupo que consiste en pirrolidinilo, piperidinilo y morfolinilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno, dos o

tres sustituyentes cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en halo, hidroxilo y alquilo C+.
65

R® es hidrégeno o alquilo C1.3; 0
una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

La presente invencion se refiere en particular a un compuesto segun la formula (l) o una forma estereoisomérica del
mismo, en el que
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Z es alquilo C1.4 sustituido con hidroxilo o R'R®N-C(=0)-;
Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es fenilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo y metoxilo; piridinilo
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, metilo, alquil C1..-amino,
alquiloxi C1-2-carbonilo y alquiloxi C4-2-alquilo C1.2; 0 benzodioxanilo;

R' y R? representan cada uno independientemente hidrégeno, alquilo C1.4, cicloalquilo Cas 0 cicloalquil Cs.¢-alquilo
C1.3; 0 una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

La presente invencion se refiere mas particularmente a un compuesto de férmula (l) o una forma estereocisomérica
del mismo, en el que

L es piridinilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, metilo, alquil C1-2-
amino, alquiloxi C1z-carbonilo y alquiloxi C1-2-alquilo C1.2; 0 benzodioxanilo;

R' y R? representan cada uno independientemente hidrégeno, metilo, etilo, ciclopropilo, ciclobutilo o ciclopropilmetilo;
o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

La presente invencion se refiere en particular a un compuesto segun la formula (I) o una forma estereoisomérica del
mismo, en el que

Z es (2S)-2-hidroxipropilo, (2S)-2-hidroxibutilo, (CHz)2N-C(=0)-CHa-CHz-, CHsNH-C(=0)-CHy-, CzHsNH-C(=0)-CHa-,
¢.CsHsNH-C(=0)-CHz-, ¢.CsHs-CHa-NH-C(=0)-CHz- 0 ¢.C4H/NH-C(=0)-CH-,

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es 4-piridinilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en cloro, metilo,
metilamino, etilamino, dimetilamino, metoxicarbonilo y metoximetilo;

o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

La presente invencion se refiere en particular a un compuesto segun la formula (l) o una forma estereoisomérica del
mismo, en el que

Z es (2S)-2-hidroxipropilo, (2S)-2-hidroxibutilo, (CH3z)2N-C(=0)-CH2-CHz-, CH3NH-C(=0)-CHz-, CoHsNH-C(=0)-CHo-,
¢.C3HsNH-C(=0)-CHa-, ¢.C3Hs-CH2-NH-C(=0)-CHa- 0 ¢.C4H7NH-C(=0)-CHa-,

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;
L es 4-metoxifenilo o benzodioxanilo;
o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

Se apreciara que algunos de los compuestos segun la férmula (1) y las sales de adicion, los hidratos y los solvatos
de los mismos pueden contener uno o mas centros de quiralidad y existir como formas esterecisoméricas.

La expresion “formas estereoisoméricas” tal como se usd anteriormente o se usa a continuaciéon en el presente
documento define todas las posibles formas estereoisoméricas que pueden presentar los compuestos segun la
formula (1) y sus sales de adicién. A menos que se mencione o se indique lo contrario, la designacion quimica de
compuestos indica la mezcla de todas las posibles formas estereoquimicamente isoméricas, conteniendo dichas
mezclas todos los diastereébmeros y enantiomeros de la estructura molecular basica asi como cada una de las
formas isoméricas individuales segun la férmula (1) y sus sales, solvatos, sustancialmente libres, es decir asociados
con menos del 10%, preferiblemente menos del 5%, en particular menos del 2% y lo més preferiblemente menos del
1% de los demas isémeros.

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

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

El término solvatos se refiere a alcoholatos que pueden formar los compuestos segun la formula (l) asi como las
sales de los mismos.

Algunos de los compuestos segun la férmula (l) también pueden existir en su forma tautomérica. Tales formas,
aunque indicadas explicitamente en la férmula anterior, pretenden estar incluidas dentro del alcance de la presente
invencion.

Preparacién de los compuestos

Un compuesto segun la invencion puede prepararse generalmente mediante una sucesion de etapas, conociendo el
experto cada una de ellas. En particular, los compuestos en esta solicitud de patente pueden prepararse segin uno
o mas de los siguientes métodos de preparacién. En los siguientes esquemas, y a menos que se indique lo
contrario, se usan todas las variables tal como se definieron en la férmula (I).

Esquema 1
H H V4
- N ' H
o 8 2" NNH, Z-\ "N . NSNS
Ao e T |
H (Im U
m o L @

Los compuestos de esta invencion pueden prepararse mediante cualquiera de varios procesos de sintesis
convencionales usados comunmente por los expertos en la técnica de la quimica organica y se preparan
generalmente segun el esquema 1 mediante la transformacién de un derivado de 3-(metiltio)-1-arilprop-2-en-1-ona
3-N-sustituida de férmula general (Il) para dar los pirazoles de formula (I) usando una hidrazina apropiada (lll) en
condiciones conocidas en la técnica. Esta transformacién se realiza normalmente en un disolvente protico, tal como
un alcohol, en particular un alcohol ramificado, tal como alcohol terc-butilico a una temperatura entre la temperatura
ambiente y 180°C, en particular entre 90°C y 160°C. Alternativamente, dicha transformacion puede llevarse a cabo
satisfactoriamente en un disolvente aproético, tal como THF o similar, a una temperatura entre la temperatura
ambiente y 180°C, en particular entre 100°C y 160°C, opcionalmente en un tubo de presiéon o autoclave. Dicha
reaccion genera habitualmente una mezcla de dos regioisdmeros con la funcién anilina o bien en la posicién 3, tal
como en (l), o bien en la posicién 5, tal como en (I’). La razén en la que se forman dichos isémeros (I) y (I') depende
de varios factores, tales como la concentracion de los reactantes y el disolvente y en particular de la naturaleza de la
2-propen-1-ona (I) y la hidrazina (Ill). La adicién de un acido de Lewis puede ofrecer ventajas, tales como la
disminucion de la temperatura de reaccién, y también afecta a la razén isomérica de (I) y (I'). Ejemplos de
aplicaciones satisfactorias del uso de un acido de Lewis son, pero no se limitan a, ZnCly en THF, y triflato de lantano
(1) en alcohol terc-butilico. En determinados casos cuando la hidrazina (lll) se usa como sal de acido clorhidrico,
puede ser ventajoso el uso de una cantidad estequiométrica de una base de amina terciaria, tal como
diisopropiletilamina, o similar.

La sintesis de derivados de 3-(metiltio)-1-arilprop-2-en-1-ona 3-N-sustituida de férmula general (Il) puede efectuarse
mediante diferentes rutas de sintesis, cuyo éxito depende de la naturaleza del sustrato, en particular el grupo arilo L.
En una primera realizacion, tal como se ilustra en el esquema 2, un elemento estructural que contiene acetilo de la
formula general (V) se hace reaccionar con un tioisocianato de arilo de la férmula general (V). Dicha reaccion
implica desprotonacion in situ de la funcion acetilo con una base inorganica fuerte, tal como hidruro de sodio, o
similar, en un disolvente aprético, tal como DMF o similar, en un intervalo de temperatura entre -20°C y 40°C,
preferiblemente a 0°C. La adicion del tioisocianato de arilo de la férmula general (V) al enolato generado in situ, tal
como se describié anteriormente en el presente documento, se lleva a cabo entre -20°C y 40°C, preferiblemente a
0°C. El producto de adiciéon asi obtenido puede atraparse entonces in situ mediante la adicién de yoduro de metilo a
un intervalo de temperatura entre 0°C y 40°C, preferiblemente a temperatura ambiente, para proporcionar el
derivado de 3-(metiltio)-1-arilprop-2-en-1-ona 3-N-sustituida de la férmula general (Il). También pueden existir
productos intermedios de féormula (Il) en la forma tautomérica (ll-a), cada uno en una configuracion E o Z o una
mezcla de los mismos (esquema 2).

Esquema 2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2525132713

7~
0 1) base o s~ /?I\/Sk a
—A—N_ x
L)l\ + S=C=N-Q 2) Mel LMH/Q == N°
av) \%)
1)) (II-a)

En una segunda realizacion, que comprende dos etapas de sintesis independientes, tal como se ilustra en el
esquema 3, un elemento estructural que contiene acetilo de la férmula general (V) se hace reaccionar con disulfuro
de carbono. Dicha reaccién implica desprotonacion previa de la funcién acetilo con una base inorganica fuerte, tal
como hidruro de sodio, o similar, en un disolvente aprético, tal como DMF o similar, a un intervalo de temperatura
entre -20°C y 40°C, preferiblemente a 0°C. La adicién de disulfuro de carbono al enolato generado in situ, tal como
se describié anteriormente en el presente documento, se lleva a cabo entre -20°C y 40°C, preferiblemente a 0°C. El
producto de adicion asi obtenido puede atraparse entonces in situ mediante la adicion de yoduro de metilo a un
intervalo de temperatura entre 0°C y 40°C para proporcionar el producto intermedio de la férmula general (VI). En
una segunda etapa, el producto intermedio de la formula general (VI) se trata con una anilina, HaN-Q, en un
disolvente apolar, tal como tolueno, o similar, y se lleva a cabo de la manera méas ventajosa a temperaturas
elevadas, tales como 110°C. El uso de un catalizador de acido de Lewis se prefiere, y puede ser, pero no se limita a,
eterato de trifluoruro de boro.

Esquema 3
0 1) base, CS o s~ H,N-Q o 5
ase, CSy 2N~
)l\ )j\/k P —_— LMN’Q
L 2) Mel L S H
av) V1) )

La sintesis de un producto intermedio sustituido con acetilo de la formula general (IV) puede efectuarse partiendo de
un nitrilo aromatico L-CN (esquema 3a). Dicho nitrilo se trata con un reactivo de Grignard, tal como Me-MgBr, en un
disolvente aprotico tal como dietil éter, o similar. Un intervalo de temperatura aceptable para efectuar dicha
transformacion es entre 0°C y 40°C, preferiblemente a temperatura ambiente. Un experto en la técnica reconocera
que esta reaccion producira la imina correspondiente de (IV), y que una etapa de hidrélisis acuosa posterior en acido
diluido proporcionara el producto intermedio sustituido con acetilo de la formula general (1V).

Esquema 3a
1) MeMgBr &
LN AN
2) hidrélisis
)

Lo alcoholes de hidrazina de la férmula general (lll-a), denominados en el presente documento (VIII), pueden
prepararse a partir de un oxirano mono-sustituido de la férmula general (VIl) en el que R* representa alquilo Ci4
mediante calentamiento en un exceso de hidrato de hidrazina (esquema 4). Preferiblemente la temperatura de
reaccion es de 40 - 70°C y el tiempo de reaccion es de 2 horas. Si el oxirano (VII) esta disponible en forma
Opticamente pura, el alcohol de hidracina resultante (VIll) se obtiene con la pureza e identidad estereoquimica
correspondientes, tal como por ejemplo cuando R* es etilo.

Esquema 4
HoN-NH,.H,0 4
0 2 2112 /o R
A — H \K
R4 N/NHZ
(Vi) H

Vi

Varios compuestos de la férmula general (l) pueden obtenerse mediante transformaciones de grupos funcionales
que implican los sustituyentes L y Z. El esquema 5 representa un ejemplo de dicha transformacion de grupos
funcionales, que implica el sustituyente Z en un compuesto de la férmula general (I). En particular, el esquema 5
representa la preparacion de amidas de acido carboxnllco de la férmula general (Ib) a partir de los ésteres de acido
carboxilico correspondientes (la) en Ios que R® representa alquilo Ci3 que implica el tratamiento con una amina
alifatica primaria o secundaria HNR'R®. En una realizacién, dicha transformacion puede efectuarse directamente a
partir del éster (la). Un disolvente preferido es un disolvente protico, tal como un alcohol de alquilo inferior, por
ejemplo metanol o similar. La temperatura de reaccién preferida es entre la temperatura ambiente y 120°C.
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Alternativamente, el éster alquilico de acido carboxilico (la) se hidroliza en primer lugar para producir el acido
carboxilico correspondiente de la férmula general (Ic). Esta transformacién puede efectuarse usando un hidréxido de
metal (M-OH), tal como hidréxido de potasio, o0 mas preferiblemente hidroxido de litio. La reaccion se realiza en un
entorno acuoso, y se lleva a cabo de la manera mas ventajosa en presencia de al menos uno, o mas preferiblemente
dos codisolventes organicos miscibles en agua, tales como THF y metanol, o similar. La conversién adicional del
acido carboxilico (Ic) para dar las amidas de férmula (Ib) se realiza usando procedimientos conocidos en la técnica,
tales como por ejemplo el tratamiento con una amina primaria o secundaria HNR'R® tal como se definié
anteriormente en el presente documento en presencia de un reactivo de acoplamiento de amida convencional tal
como HBTU (Hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N’,N-tetrametiluronio), EDCI o EDAC en un disolvente
aprotico como CH2Cl», 0 mas preferiblemente en un disolvente aprético polar como THF o DMF en presencia de un
aditivo de base de amina, tal como diisopropiletiiamina. En determinadas circunstancias, el uso de HOBT como
aditivo es una ventaja.

Los esquemas 6-8 representan ejemplos de transformaciones de grupos funcionales que implican el sustituyente L
en un compuesto de la formula general (l). En un primer ejemplo de dicha modificacién del sustituyente L, tal como
se representa en el esquema 6, la eliminacion reductora de un atomo de cloro en una estructura de la férmula
general (Id) puede lograrse de manera catalitica, bajo una atmdésfera de hidrogeno y usando Pd/C como catalizador,
en presencia de una base inorganica, tal como acetato de potasio, o una base de amina, tal como trietilamina, o
similar. Alternativamente, cuando cualquiera de los sustituyentes Z y Q contiene funcionalidades que no son
compatibles con condiciones de hidrogenacién catalitica, el compuesto objetivo de la formula general (le) puede
obtenerse a partir de la cloropiridina de la férmula general (Id) en la que R®, R® y R’ representan independientemente
hidrégeno o alquilo C1.6, mediante tratamiento con un catalizador de carbenoide, tal como el catalizador de Pd [1,3-
bis[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-imidazolidiniliden]cloro(n3-2-propenil)-paladio ([478980-01-7]), en presencia de una
base fuerte, tal como met6xido de sodio en un disolvente protico, tal como metanol o 2-propanol, o similar. Dicha
reaccion puede llevarse a cabo a temperatura elevada, tal como 100-120°C en un horno de microondas (esquema
6).

Esquema 6
H N H
Z*--N”N\ N'-Q hidrogenacion I~ N‘Q
6 o catalitica 6 .
57, | o R \N |
B N c NaOR/HOR
(1d) catalizador de Pd (O]

En un segundo ejemplo de modificacion del sustituyente L tal como se representa en el esquema 7, el
desplazamiento de un atomo de cloro en una estructura de la férmula general (Id) puede lograrse mediante
tratamiento de un piridinil-pirazol sustituido con cloro de la formula general (Id) con una alquil Cis-amina en un
disolvente alcohdlico, tal como etanol o similar, y calentamiento a altas temperaturas, preferiblemente a 100-200°C
en un tubo de presion u horno de microondas (esquema 7).

Esquema 7
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En un tercer ejemplo de modificaciéon del sustituyente L tal como se representa en el esquema 8, la introduccion de
un sustituyente metoximetilo puede lograrse en una secuencia que implica tres etapas de sintesis partiendo de un
piridinil-pirazol sustituido con cloro de la férmula general (Id). En una primera etapa, el carboxilato de alquilo de la
formula general (lg) puede obtenerse a partir del precursor de cloropiridinilo (Id) a través de una reaccién de
insercién de CO. Condiciones adecuadas son el uso de acetato de paladio en presencia de un ligando, tal como 1,3-
bis(difenilfosfino)propano (DPPP), bajo una atmoésfera de CO a una presién de 50 atm, y una base inorganica tal
como acetato de potasio o similar. La reaccion requiere ademas un disolvente polar, tal como THF o similar, y un
codisolvente alcohdlico. Cuando el alquilo C1.3 es metilo, el codisolvente debe ser metanol. La reaccion se realiza de
la mejor manera a alta temperatura, tal como entre 120°C y 150°C.

Esquema 8
z__N,N\ H\Q g%OAc-g 2-N'N\ H‘Q ZNs H\Q
— DPPP = . —
Rsmﬁ Ho-alquilo C " dw — Rsm
RSN e el ll‘alquilo Cisy RS SN oH
@d) (U] 2 {x)
z s H‘Q
1) Me-SO,CI RE =l
2) NaOMe m
RS SN OMe
()

En una segunda etapa, el compuesto de hidroximetilo de la féormula general (IX) puede obtenerse mediante
tratamiento del carboxilato de alquilo (Ig) con un reductor, tal como borohidruro de litio o borohidruro de sodio en
presencia de cloruro de calcio. La reaccion puede llevarse a cabo ventajosamente en un intervalo de temperatura
entre 0°C y la temperatura ambiente, en una mezcla de disolventes que consiste en un disolvente aprético, tal como
THF o similar, y un disolvente prético, tal como metanol o similar. En una tercera etapa, la funcién hidroxilo primario
en una estructura de la formula general (IX) puede funcionalizarse como un metanosulfonato, lo que implica el uso
de una base de amina terciaria, tal como trietilamina, o similar, y cloruro de metanosulfonilo en un disolvente
aprotico, tal como THF o similar, a temperatura ambiente. Dicho metanosulfonato se atrapa in situ mediante
metdxido de sodio en metanol como disolvente, para proporcionar un compuesto de la férmula general (lh). Algunos
expertos en la técnica reconoceran que, durante la ejecucion de la secuencia de reaccién mostrada en el esquema
8, se requiere un grupo protector si uno cualquiera o ambos sustituyentes Z y Q contienen funcionalidades que no
son compatibles con las condiciones de reaccién usadas en el esquema 8. Por ejemplo, cuando Z contiene una
funcién hidroxilo, dicho hidroxilo puede protegerse con una funcién sililo, tal como terc-butil-dimetilsililo o similar
usando condiciones conocidas en la técnica. Dicho grupo protector con sililo puede eliminarse al final de la
secuencia mostrada en el esquema 8 en presencia de fluoruro de tetrabutilamonio usando condiciones conocidas en
la técnica.

En otra realizacion, pueden prepararse compuestos de la presente invencién a través de un proceso que implica la
funcionalizacion del atomo N-1 atomo de un producto intermedio de la féormula general (X), tal como se expone
brevemente en el esquema 9. Dicha estrategia es especialmente Util en casos en los que un reactivo de hidrazina de
la férmula general (1) no esta faciimente disponible.

Esquema 9
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En una primera etapa, un producto intermedio de la férmula general (X) se prepara haciendo reaccionar un derivado
de 3-(metiltio)-1-arilprop-2-en-1-ona 3-N-sustituida de formula general (Il) con hidrazina. Esta transformacion se
realiza normalmente en un disolvente prético, tal como un alcohol, en particular un alcohol ramificado, tal como
alcohol terc-butilico o similar a una temperatura entre la temperatura ambiente y 180°C, en particular entre 90°C y
120°C. En una segunda etapa, se protege la funcién amino de la anilina usando un grupo protector que se aplica
comunmente por un experto en la técnica. En particular, un grupo terc-butoxicarbonilo (Boc) puede usarse
ventajosamente. Para obtener el pirazol protegido de la férmula general (XI), dicho grupo Boc puede introducirse
mediante desprotonacion del pirazol de la férmula general (X) usando una base inorganica fuerte, tal como hidruro
de sodio o similar, en un disolvente aprético, tal como DMF o similar, seguido por extincién con Boc:O. La
temperatura de reaccion preferida es entre 0°C y la temperatura ambiente. En la tercera etapa de la secuencia de
sintesis representada en el esquema 9, el pirazol protegido de la formula general (XI) se trata con un agente
alquilante Z-X en el que Z es tal como se definié anteriormente y X representa un grupo saliente tal como cloro,
bromo o p-toluenosulfonato en presencia de una base inorganica, tal como carbonato de cesio, o similar, en un
disolvente aprotico, tal como DMF o similar, a un intervalo de temperatura entre 0°C y 70°C, para proporcionar los
pirazoles protegidos como una mezcla de regioisémeros (lj) y (Ij'). La etapa de desproteccién final se realiza en
condiciones conocidas en la técnica, especificamente mediante tratamiento con acido trifluoroacético, en un
codisolvente halogenado, tal como diclorometano, o similar, a temperatura ambiente, para proporcionar los
compuestos de la formula general (1) y ().

Farmacologia

Se encontr6 que los compuestos de la presente invencion eran moduladores alostéricos positivos del receptor
nicotinico a7. El receptor nicotinico o7 (a7-nAChR) pertenece a la superfamilia de canales ionicos regulados por
ligandos ionotropicos, de tipo cys-bucle que incluye las familias de receptores de 5-HTs, GABAa y glicina. Se activa
por acetilcolina y su producto de degradacidon colina y una caracteristica principal del a7-nAChR es su rapida
desensibilizacién en la presencia persistente de un agonista. Es el segundo subtipo de receptores nicotinicos mas
abundante en el cerebro y es un regulador importante de la liberacién de muchos neurotransmisores. Tiene una
distribucion diferenciada en varias estructuras cerebrales con relevancia para procesos de atenciéon y cognitivos,
tales como el hipocampo y la corteza prefrontal y se ha implicado en una variedad de trastornos psiquiatricos y
neuroldgicos en seres humanos. También esta implicado en la ruta inflamatoria colinérgica.

Se observan evidencias genéticas para su asociacion con esquizofrenia en forma de una fuerte vinculaciéon entre un
marcador de esquizofrenia (déficit de modulacion sensorial (sensory gating)) y el locus o7 en 15q13-14 y
polimorfismos en la regiéon promotora central del gen o7.

Evidencias patolégicas apuntan a una pérdida de inmunorreactividad de o7 y la uniéon a o-Btx en el hipocampo,
corteza frontal y cingulada de cerebros de personas esquizofrénicas, en la enfermedad de Parkinson y Alzheimer, y
nucleo paraventricular y nucleo reuniens en autismo. Se han interpretado evidencias farmacol6dgicas tales como el
tabaquismo marcado de las personas esquizofrénicas en comparacion con individuos normales como un intento por
parte de los pacientes de automedicarse para compensar un déficit en la transmision nicotinérgica a7. Se han
interpretado tanto la normalizacion transitoria de defectos en la modulacion sensorial (inhibicion prepulso IPP) tanto
en modelos de animales como en el hombre tras la administracion de nicotina como la restauracién temporal de la
modulacion sensorial normal en personas esquizofrénicas cuando hay una baja actividad colinérgica prosencefalica
(por ejemplo, suefio de fase 2) son el resultado de la activacién transitoria del receptor nicotinico a7 seguido por
desensibilizacion.

Por tanto, hay un buen motivo para suponer que la activacion de a7-nAChR tendra efectos terapéuticamente
beneficiosos para varios trastornos del SNC (psiquiatricos y neuroldgicos).

Tal como se mencioné ya, el a7-nAChR se desensibiliza rapidamente en la presencia persistente del transmisor
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natural acetilcolina asi como ligandos exdgenos tales como nicotina. En el estado desensibilizado, el receptor
permanece unido a ligando pero funcionalmente inactivo. Este no es un problema para los transmisores naturales
tales como acetilcolina y colina puesto que éstos son sustratos para mecanismos de degradacion
(acetilcolinasterasa) y aclaramiento (transportador de colina) muy potentes. Es probable que estos mecanismos de
degradacién/aclaramiento con trasmisores mantengan el equilibrio entre a7-nAChR activables y desensibilizados en
un intervalo fisiolégicamente (til. Sin embargo, se percibe que agonistas sintéticos, que no son sustratos para los
mecanismos de degradacién y aclaramiento naturales, tienen una posible responsabilidad tanto de la
sobreestimulacion como también de desplazar el equilibrio de la poblacion de a7-nAChR hacia un estado
desensibilizado de manera persistente, que no es deseable en trastornos en los que desempefian un papel
deficiencias en la funcién o expresion de a7-nAChR. Los agonistas, por su naturaleza, deben seleccionar como
diana la cavidad de union a ACh que esta altamente conservada a lo largo de diferentes subtipos de receptores
nicotinicos, conduciendo al potencial de reacciones adversas por la activacién no especifica de otros subtipos de
receptores nicotinicos. Por tanto, para evitar estas posibles responsabilidades, una estrategia terapéutica alternativa
al agonismo de a7 es potenciar la capacidad de respuesta de los receptores a los agonistas naturales con un
modulador alostérico positivo (MAP). Un MAP se define como un agente que se une a un sitio distinto del sitio de
unién a agonistas, y por tanto no se espera que tenga propiedades agonistas o de desensibilizacion, sino que
potencie la capacidad de respuesta del a7-nAChR al transmisor natural. El valor de esta estrategia es que para una
cantidad dada de transmisor se aumenta la magnitud de respuesta de a7-nAChR en presencia del MAP en relacién
con el nivel de transmisién posible en su ausencia. Asi, para trastornos en los que existe un déficit en la proteina de
a7-nAChR, el aumento inducido por MAP en la transmision nicotinérgica o7 puede ser beneficioso. Puesto que un
MAP se basa en la presencia del transmisor natural, el potencial de sobreestimulacién esta limitado por los
mecanismos de degradacion/aclaramiento para el transmisor natural.

Los compuestos de la presente invencion se clasifican como de tipo 1-4, basandose en propiedades cinéticas
cualitativas, tal como se determina mediante registros de fijacién de voltaje de célula completa. Esta clasificacién se
basa en el efecto de un compuesto de a7-MAP, tal como se describié anteriormente en el presente documento,
sobre la sefial provocada por una aplicacion de agonista. En particular, dicho agonista es colina a una concentracion
de 1 mM. En una préactica experimental preferida, se aplican simultaneamente dicho compuesto de a7-MAP y colina
a la célula, tal como se describe a continuacion en el presente documento. La desensibilizacion se define como el
cierre del receptor tras la activacion durante la aplicacién del agonista en mediciones electrofisiolégicas de fijacién
de voltaje de célula completa, observado como la reduccion de la corriente de salida tras la activacion inicial por el
agonista.

La definicion de los tipos 1-4 de MAP se describe a continuacion en el presente documento:

Tipo 0 Los compuestos potencian minimamente el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM.

Tipo 1 Los compuestos potencian el tamano del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM pero alteran
minimamente la cinética del receptor. En particular, no se ven afectados la tasa y el grado de
desensibilizacién provocados por el agonista. La respuesta modulada por compuesto a colina 1 mM, por
tanto, es una modificaciéon a escala préxima a la lineal de la respuesta a colina 1 mM en ausencia del
compuesto de a7-MAP.

Tipo2 Los compuestos potencian el tamafio del efecto de la corriente provocada por colina 1 mM mientras que
reducen la tasa y/o el grado de desensibilizacion.

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

Tipo 4 Los compuestos permiten una desensibilizacién inicial del receptor seguido por una reapertura del receptor
durante la aplicacion de agonista. A concentraciones de baja potencia del compuesto de a7-MAP, la
activaciéon inducida por agonista, que va seguida por desensibilizacion, todavia puede separarse de la
reapertura inducida por compuesto como un maximo de corriente de entrada inicial. A mayores
concentraciones de potencia del compuesto de a7-MAP, la reapertura se produce mas rapido que el cierre
debido a la desensibilizacion de modo que desaparece el maximo de corriente inicial.

Se considerd que un compuesto tenia actividad similar a MAP interesante cuando la potenciacion de la corriente
pico fue de al menos el 200% en comparacion con la respuesta a colina control (= 100%). Tales compuestos se
clasifican como pertenecientes a un tipo de MAP particular en la Parte experimental. Los compuestos que no
satisfacen la condicion no se clasifican como pertenecientes a un tipo de MAP particular.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos de férmula (l) para su uso en
métodos de tratamiento que incluyen administrar o bien un modulador alostérico positivo como el Unico principio
activo, modulando de ese modo la actividad de agonistas de receptores nicotinicos endogenos tales como
acetilcolina o colina, o administrar un modulador alostérico positivo junto con un agonista de receptores nicotinicos.
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En una forma particular de este aspecto de la invencién, los compuestos se usan en un método de tratamiento que
comprende el tratamiento con un modulador alostérico positivo del receptor nicotinico a7 tal como se describe en el
presente documento y un agonista o agonista parcial de receptores nicotinicos a7 0. Los ejemplos de compuestos
adecuados con actividad agonista de receptores nicotinicos a7 incluyen

- monoclorhidrato de éster 4-bromofenilico del acido 1,4-diazabiciclo[3.2.2]Jnonano-4-carboxilico (SSR180711A);
- (-)-espiro[1-azabiciclo[2.2.2.]Joctano-3,5’-0xazolidin]-2’-ona;

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

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

- nicotina;

- vareniclina;

- MEM3454;

- AZD-0328;y

- MEM63908.

Los moduladores positivos de nAChR de la presente invencion son Utiles para el tratamiento o la profilaxis de
trastornos psicoticos, trastornos o enfermedades de deterioro intelectual o estados en los que es beneficiosa la
modulacion de la actividad de receptores nicotinicos o7. Un aspecto particular del método de la invencion es un
método de tratamiento para déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion o pérdida de memoria, se
espera que la modulacion de actividad de receptores nicotinicos o7 sea beneficiosa en varias enfermedades
incluyendo enfermedad de Alzheimer, demencia por cuerpos de Lewy, trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad, ansiedad, esquizofrenia, mania, depresién maniaca, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral u otros trastornos neuroldgicos, degenerativos o
psiquiatricos en los que exista pérdida de sinapsis colinérgicas, incluyendo jet lag, tabaquismo, dolor.

Los compuestos también pueden encontrar uso terapéutico como medicamentos antiinflamatorios porque la
subunidad a7 de los receptores nicotinicos de acetilcolina es esencial para inhibir la sintesis de citocinas mediante la
ruta inflamatoria colinérgica. Ejemplos de indicaciones que pueden tratarse por los compuestos son endotoxemia,
choque endotdxico, septicemia, artritis reumatoide, asma, esclerosis mdultiple, psoriasis, urticaria, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad biliar inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, ileo posoperatorio,
pancreatitis, insuficiencia cardiaca, lesién pulmonar aguda y rechazo de aloinjerto.

Los compuestos de la invenciéon pueden encontrar uso terapéutico en las siguientes indicaciones como cognicion en
esquizofrenia, cognicion en enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, enfermedad de Parkinson, trastorno
por déficit de atencion e hiperactividad, colitis ulcerosa, pancreatitis, artritis, septicemia, ileo posoperatorio y lesién
pulmonar aguda.

En vista de las propiedades farmacoldgicas descritas anteriormente, los compuestos segun la formula (1) o cualquier
subgrupo de los mismos, sus sales de adicién farmacéuticamente aceptables, aminas cuaternarias y formas
estereoquimicamente isoméricas, pueden usarse como medicamento. En particular, los presentes compuestos
pueden usarse para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de trastornos psicéticos,
trastornos o enfermedades de deterioro intelectual o estados en los que es beneficiosa la modulacion del receptor
nicotinico o/7.

En vista de la utilidad de los compuestos segun la formula (), se proporciona un compuesto de formula (I) para su
uso en un método de tratamiento de animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, que padecen 0 un
método de prevencidén de que animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, padezcan enfermedades en
las que es beneficiosa la modulacion del receptor nicotinico a7, tales como esquizofrenia, mania y depresion
maniaca, ansiedad, enfermedad de Alzheimer, déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencion, pérdida de
memoria, demencia por cuerpos de Lewy, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral, jet lag, tabaquismo y dolor.
Dichos métodos comprenden la administracion, es decir la administracion sistémica o topica, preferiblemente
administracion oral, de una cantidad eficaz de un compuesto segun la formula (l), incluyendo todas las formas
estereoquimicamente isoméricas del mismo, una sal de adicién farmacéuticamente aceptable, un solvato o una
amina cuaternaria del mismo, a animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos.

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

Generalmente, una dosis adecuada es una que da como resultado una concentracion del MAP en el sitio de
tratamiento en el intervalo de 0,5 nM a 200 uM, y mas habitualmente de 5 nM a 50 uM. Para obtener estas
concentraciones de tratamiento, a un paciente que necesita el tratamiento probablemente se le administrara entre
0,01 mg/kg y 2,50 mg/kg de peso corporal, en particular desde 0,1 mg/kg hasta 0,50 mg/kg de peso corporal. La
cantidad de un compuesto segun la presente invencion, también denominado en el presente documento principio
activo, que se requiere para lograr un efecto terapéutico variara, de hecho varia caso por caso, con el compuesto
particular, la via de administracién, la edad y el estado del receptor, y el trastorno o la enfermedad particular que
esté tratdndose. Un método de tratamiento también puede incluir administrar el principio activo en un régimen de
entre una y cuatro ingestas al dia. En estos métodos de tratamiento, los compuestos segun la invencién se formulan
preferiblemente antes de la admisién. Tal como se describe a continuacion en el presente documento, se preparan
formulaciones farmacéuticas aceptables mediante procedimientos conocidos usando componentes bien conocidos y
facilmente disponibles.

La presente invencién también proporciona composiciones para prevenir o tratar enfermedades en las que es
beneficiosa la modulacion del receptor nicotinico o7, tales como esquizofrenia, mania y depresion maniaca,
ansiedad, enfermedad de Alzheimer, déficit de aprendizaje, déficit cognitivo, déficit de atencién, pérdida de memoria,
demencia por cuerpos de Lewy, trastorno por déficit de atenciéon e hiperactividad, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, traumatismo cerebral, jet lag, tabaquismo y dolor. Dichas
composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segin la férmula (I) y un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

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

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden prepararse mediante cualquier método bien conocido
en la técnica de la farmacia, por ejemplo, usando métodos tales como los descritos en Gennaro et al. Remington’s
Pharmaceutical Sciences (182 ed., Mack Publishing Company, 1990, véase especialmente la Parte 8:
Pharmaceutical Preparations and their Manufacture (Preparaciones farmacéuticas y su fabricacion)). Una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto particular, en forma de base o forma de sal de adicién, como principio activo
se combina en mezcla intima con un portador farmacéuticamente aceptable, que puede adoptar una amplia variedad
de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la administracion. Estas composiciones
farmacéuticas estan de manera deseable en forma de dosificacién unitaria adecuada, preferiblemente, para la
administracion sistémica tal como administracion oral, percutanea o parenteral; o la administracion topica tal como
mediante inhalacion, una pulverizacioén nasal, colirios 0 mediante una crema, gel, champu o similares. Por ejemplo,
en la preparacion de las composiciones en forma de dosificacion oral, puede emplearse cualquiera de los medios
farmacéuticos habituales, tales como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de
preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires y disoluciones: o portadores sélidos tales
como almidones, azlcares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en el caso de polvos,
pastillas, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de administraciéon, los comprimidos y las capsulas
representan la forma unitaria de dosificacion oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean obviamente portadores
farmacéuticos sélidos. Para las composiciones parenterales, el portador comprendera habitualmente agua estéril, al
menos en gran parte, aunque pueden incluirse otros componentes, por ejemplo, para ayudar a la solubilidad.
Pueden prepararse disoluciones inyectables, por ejemplo, en las que el portador comprende solucion salina,
disolucién de glucosa o una mezcla de solucion salina y disolucién de glucosa. También pueden prepararse
suspensiones inyectables en cuyo caso pueden emplearse portadores liquidos, agentes de suspension apropiados y
similares. En las composiciones adecuadas para la administracion percutanea, el portador comprende
opcionalmente un agente de potenciacion de la penetracién y/o un agente humectable adecuado, combinados
opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en proporciones minoritarias, aditivos que no
provocan ningun efecto perjudicial significativo en la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administracion a la piel
y/o pueden ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones pueden administrarse de
diversas maneras, por ejemplo, como parche transdérmico, como pipeta para la aplicacion en la piel o como
pomada.

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

La dosificacién y frecuencia de administracion exactas dependen del compuesto particular segin la férmula (l)
usado, el estado particular que esté tratandose, la gravedad del estado que esté tratdndose, la edad, el peso, el
sexo, el grado de trastorno y el estado fisico general del paciente particular asi como otra medicacion que pueda
estar tomando el individuo, tal como conocen bien los expertos en la técnica. Ademas, resulta evidente que dicha
cantidad diaria eficaz puede disminuirse o aumentarse dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o
dependiendo de la evaluacion del médico que prescribe los compuestos de la presente invencion.

Dependiendo del modo de administracion, la composicion farmacéutica comprendera desde el 0,05 hasta el 99% en
peso, preferiblemente desde el 0,1 hasta el 70% en peso, mas preferiblemente desde el 0,1 hasta el 50% en peso
del principio activo, y, desde el 1 hasta el 99,95% en peso, preferiblemente desde el 30 hasta el 99,9% en peso, mas
preferiblemente desde el 50 hasta el 99,9% en peso de un portador farmacéuticamente aceptable, basandose todos
los porcentajes en el peso total de la composicion.

Los presentes compuestos pueden usarse para la administracion sistémica tal como administracion oral, percutanea
o parenteral; o la administracion topica tal como mediante inhalacion, una pulverizacién nasal, colirios o mediante
una crema, gel, champu o similares. Los compuestos se administran preferiblemente por via oral. La dosificaciéon y
frecuencia de administracion exactas dependen del compuesto particular segun la férmula (I) usado, el estado
particular que esté tratandose, la gravedad del estado que esté tratdndose, la edad, el peso, el sexo, el grado de
trastorno y estado fisico general del paciente particular asi como otra medicacion que pueda estar tomando el
individuo, tal como conocen bien los expertos en la técnica. Ademas, resulta evidente que dicha cantidad diaria
eficaz puede disminuirse 0 aumentarse dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la
evaluacion del médico que prescribe los compuestos de la presente invencién.

Los compuestos segun la formula (I) también pueden usarse en combinacion con otros agonistas de receptores
nicotinicos a7 convencionales, tales como por ejemplo monoclorhidrato de éster 4-bromofenilico del acido 1,4-
diazabiciclo[3.2.2]nonano-4-carboxilico (SSR180711A); (-)-espiro[1-azabiciclo[2.2.2.]Joctano-3,5-0xazolidin]-2’-ona;
diclorhidrato de 3-[(2,4-dimetoxi)benciliden]-anabaseina (GTS-21); [clorhidrato de N-[(3R)-1-azabiciclo[2.2.2]oct-3-il]-
4-clorobenzamida], PNU-282987; nicotina; vareniclina; MEM3454; AZD-0328 y MEM63908. Por tanto, la presente
invencion también se refiere a la combinacion de un compuesto segun la formula (l) y un agonista de receptores
nicotinicos a7. Dicha combinacion puede usarse como medicamento. La presente invencién también se refiere a un
producto que comprende (a) un compuesto segun la formula (1), y (b) un agonista de receptores nicotinicos o7, como
preparacion combinada para su uso simultdneo, separado o secuencial en el tratamiento de enfermedades en las
que es beneficiosa la modulacion del receptor nicotinico a7. Los diferentes farmacos pueden combinarse en una
Unica preparacion junto con portadores farmacéuticamente aceptables.

Parte experimental

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

A continuacion en el presente documento o anteriormente en el presente documento, “THF” significa
tetrahidrofurano; “DMF” significa N,N-dimetilformamida; “EtOAc” significa acetato de etilo; “DMSO” significa
dimetilsulfoxido; “min” significa minutos; “DMAA” significa N,N-dimetil-2-propenamida; “MeOH” significa metanol;
“EtOH” significa etanol; “EtNH2” significa etanamina; “Et;O” significa dietil éter; “t-BuOH” significa terc-butanol;
“TBAF” significa fluoruro de tetrabutilamonio; “TFA” significa acido trifluoroacético; “NH4OAc” significa acetato de
amonio; “EDAC” significa N3-(etilcarbonimidoil)-Ny,Ns+-dimetil-1,3-propanodiamina, “EDCI” significa monoclorhidrato
de N-*(etilcarbonimidoil)-N,N-dimetil-1,3-propanodiamina, “HOBT” significa 1-hidroxi- fH-benzotriazol, “Boc.0O”
significa dicarbonato de di-terc-butilo y “Pd(OAc).” significa diacetato de paladio.

Se realizaron reacciones asistidas por microondas en un reactor unimodal: reactor de microondas Initiator™ Sixty
EXP (Biotage AB), o en un reactor multimodal: Micro-SYNTH Labstation (Milestone, Inc.).

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar pero no limitar el alcance de la presente invencion.

A. PREPARACION DE COMPUESTOS INTERMEDIOS

Descripcion 1
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2-Cloro-3-metil-4-piridincarbonitrilo (D1)

N\ / =N
Cl

Se disolvié &cido 2-cloro-3-metil-4-piridincarboxilico (30 g; 174 mmol) en piridina (250 ml) y se enfri6 hasta 0°C.
Luego se afadi6é gota a gota cloruro de metanosulfonilo (13,6 ml) y se agitd la mezcla de reaccion a 0°C durante 1
hora. Se afadié6 NHs (gas) a presion y se agité la mezcla de reaccidon a temperatura ambiente durante 1 h. Después
de haberse completado la reaccién, se elimind el NHs en exceso a vacio. Luego se enfrid la mezcla de reaccion
hasta 0°C, se anadi6 cloruro de metanosulfonilo (140 ml) y se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
durante la noche. Luego se verti6 la mezcla en HCI 0,1 M (200 ml) a 0°C (con cuidado), y se ajusté a pH =7 con
NaOH 1 M. Se extrajo la mezcla de reaccion con EtOAc (2 x 100 ml), se lavé con salmuera, se sec6 (MgSO.), se
filtré y se evaporé el disolvente a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida sobre
gel de silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente: EtOAc/heptano desde 15/85 hasta 30/70). Se
recogieron las fracciones de producto y se evapor6 el disolvente a vacio. Rendimiento: 12,6 g de D1.

Descripcion 2
1-(2-Cloro-3-metil-piridin-4-il)-etanona (D2)

o)
N/

Ci

En un matraz secado previamente, se disolvio D1 (12,6 g; 82,9 mmol) en Et,O (anhidro) (200 ml) y bajo proteccion
con N2 (gas), se anadié lentamente bromometilmagnesio (100 ml). Se agitdé la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante la noche y luego se vertié lentamente en una mezcla de hielo-H>O (600 ml) y HCI acuoso al 37%
(100 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién y se extrajo con Et2O (200 ml x 4). Luego se lavaron con salmuera las fases
organicas combinadas, se secaron (NaxSOs), se filtraron y se evapor6 el disolvente a vacio. Rendimiento: 11,6 g de
D2 (88% de producto puro).

También se prepararon los siguientes productos intermedios mediante un procedimiento similar al descrito en D1y
D2:

C

p4| N

1
1

I\ _/
pa

Descripcion 6

1-(2-cloro-3-metil-4-piridinil)-3-[[3-fluoro-5-(trifluorometil)feniljamino]-3-(metiltio)-2-propen-1-ona (D6)
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A una disolucion de D2 (5,8 g; 34,2 mmol) que se disolviéo en DMF (40 ml) a 0°C se le afiadié NaH (al 60%) (1,64 g;
41 mmol) en porciones. Luego se afiadi6 gota a gota una disolucion de D19 (preparado segun la descripcion D17 y
D18) (7,6 g; 34,2 mmol) en DMF (20 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 30 min. Se
afnadio lentamente CHsl (4,85 g; 41 mmol) y se agit6é la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 h. Se
verti6 la disolucion en agua fria (0-5°C) y se extrajo con CHxCl,. Se secé la fase organica sobre MgSOs se filtiré y se
evaporé (se evaporé conjuntamente con 2 x 50 ml de tolueno). Se cristaliz6 el residuo en Et-O. Se retird por filtracion
el precipitado y se secé. Rendimiento 8,28 g de D6 (la CL-EM mostr6 el 100% de producto puro).

De manera similar, se prepararon los siguientes productos intermedios:

0
o7 | N HN‘Q—F
cl
|
Fg
F
D8
cl
|
F
drestoe!
cl !
D10
[
I\
p11| N__ ]
j-f‘
Cl T 0] !

Descripcion 12

(2S)-1-Hidrazino-2-butanol (D12)

e

HN—NH,
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Se disolvié (2S)-2-etiloxirano (24,5 g; 421,8 mmol) en monohidrato de hidrazina (1:1) (84,5 g; 1687,3 mmol). Luego
se agitd la mezcla de reaccién durante 2 h a 50°C. Luego se evapor6 la mezcla de reaccién en un bafio de agua a
50°C, se afadi6 xileno (x 2) para evaporar conjuntamente el monohidrato de hidracina en exceso (1:1). Tras
enfriamiento hasta temperatura ambiente, se obtuvo un sélido blanco. Rendimiento: 39,3 g de D12 (89,45%)

También se preparo el siguiente producto intermedio mediante un procedimiento similar al descrito en D12:

H
D13

HN—NH,

Descripcion 14 - 16
a) Acido 2,3-dihidro-beta-oxo-1,4-benzodioxin-6-propano(ditioico) (D14)

O.

. )

S 0

Se enfrio hasta 0°C una suspensién de NaH (al 60%) (8,69 g, 0,224 mol) en DMF (100 ml). A esta suspension se le
anadié lentamente 1-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)etanona (20 g, 0,112 mol). Se calenté la mezcla hasta
temperatura ambiente y se agit6é durante 2 h. Luego se enfrié la mezcla de nuevo hasta 0°C y se afadié lentamente
CS; (8,52 g, 0,112 mol). Se agitd la mezcla de reaccion durante 2 h mas, antes de usarla en la siguiente etapa de
reaccion sin purificacion adicional.

b) 1-(2,3-Dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-3,3-bis(metiltio)-2-propen-1-ona (D15)

)

Se volvié a enfriar la mezcla de reaccion de la etapa de reaccion anterior, D14, (28,48 g, 0,112 mol) y DMF (100 ml))
hasta 0°C y luego se afadié lentamente CHsl (32 g, 0,224 mol). Luego se calenté la mezcla hasta temperatura
ambiente y se agitd6 durante 30 min. Después de este periodo, se vertié la mezcla de reaccidén sobre hielo y se
extrajo la fase acuosa con acetato de etilo. Se secd la fase organica (Na>S0O.), se filtr6 y se evapord el disolvente a
vacio. Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: éter de
petroleo/acetato de etilo 10/1). Se recogieron las fracciones deseadas y se evapor6 el disolvente a vacio.
Rendimiento: 25 g de D15 (79,3%).

) (22)-3-[(3,4-difluorofenil)amino]-1-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-3-(metiltio)-2-propen-1-ona (D16)

oz OO

Se puso a reflujo una disoluciéon de D15 (3 g, 0,0106 mol), 3,4-difluorobencenamina (2,05 g, 0,0159 mol) y complejo
de trifluoruro de boro-dietil éter (0,17 g, 0,0106 mol) en tolueno seco (100 ml) durante 2 h. Luego se enfrié la mezcla
de reaccion y se lavo con acido clorhidrico (al 10%) y agua. Se purifico el producto en bruto mediante cromatografia
ultrarrapida (eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo desde 5/1 hasta 1/1). Se recogieron las fracciones deseadas
y se evaporo6 el disolvente a vacio. Rendimiento: 2,2 g de D16 (rendimiento 57%).

Descripcion 17 - 18

a) 3,4-Difluoro-5-metoxibencenamina (D17)
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2

Se calent6 una mezcla de 3,4,5-trifluorobencenamina (40 g; 272 mmol) en NaOMe (al 30% en MeOH) (250 ml) a
reflujo durante 16 h. Luego se vertié la mezcla de reaccién sobre hielo con HCI acuoso al 37% (150 ml)(). Se anadié
CHxCl, y se ajusté el pH de la mezcla de reaccién a pH = 7-8 usando una disolucién acuosa de Na,COs. Se separd
la fase organica, se secd (MgSQ,), se filir6 y se evaporo el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: de heptano/CHzCl, 50:50 a CH2Cl, puro). Se recogieron las
fracciones puras y se evaporé el disolvente a vacio.

Rendimiento: 21,3 g de D17.
b) 1,2-Difluoro-5-isotiocianato-3-metoxi-benceno (D18)

F
S=C=N F

O——

Se disolvié D17 (2,2 g; 12,3 mmol) en CHxCl> (60 ml) en un matraz de 250 ml. Se afadi6 1,1’-carbonotioilbis-2( 1H)-
piridinona (3,42 g; 14,7 mmol) y se agité la mezcla de reacciéon a temperatura ambiente durante 16 h. Se lavé la
mezcla de reaccion (x 2) con agua y con una disolucién acuosa al 10% de Na,COs. Se separo la fase organica, se
seco (MgSQO,), se filtrd y se evaporo6 el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (eluyente: heptano:CH2Cl» desde 70:30 hasta 50:50). Se recogieron las fracciones de producto y
se evaporo el disolvente a vacio. Rendimiento: 2,02 g de D18 (82%)).

También se preparo el siguiente producto intermedio mediante un procedimiento similar al descrito en D17 y D18:

D19
S=C=N

Descripcion 20

Ester 1,1-dimetiletilico del &cido 2-[[(3,4-difluoro-5-metoxifenil)amino]tioxometil]-1-[3-(dimetilamino)-3-oxopropil]-
hidrazincarboxilico (D20)

Se disolvié DMAA (2 g; 20,2 mmol) en EtOH (100 ml) en un matraz de 250 ml. Se afiadié monohidrato de hidrazina
(64%) (1:1) (2,4 g; 30,3 mmol) y se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 2 h. Se evaporo el
disolvente y se evaporé el residuo conjuntamente con xileno (2 x 100 ml). Se disolvié el residuo en EtOH (50 ml) y se
enfri6 hasta 0°C y se anadi6 gota a gota Boc2O (en disolucién en EtOH). Luego se calent6 la mezcla de reaccion
hasta temperatura ambiente lentamente y se agitdé durante 2 h més. Se anadié D18 (2,02 g; 10 mmol) a la mezcla de
reaccion, se agité6 durante la noche y luego se evaporé el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente de
EtOAc/heptano desde 30/70 hasta 70/30). Se recogieron las fracciones de producto y se evaporé el disolvente a
vacio. Rendimiento: 5,89 g de D20.

Descripcion 21-23
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a) 5-(2-Cloro-6-metil-4-piridinil)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]- 7H-pirazol-3-amina (D21)

7
ng
N N
cr N
\_
HN F
F
F F

Se anadi6 D8 (1,45 g; 3,58 mmol) a una mezcla de monohidrato de hidrazina (1:1) al 64% (0,24 g; 4,66 mmol) en t-
BuOH (40 ml) y se agit6 la mezcla de reaccién durante 2 h a reflujo. Se evaporé el disolvente a vacio, se anadié H>O
(10 ml) al residuo y luego se extrajo la mezcla con Et20. Se secé la fase organica (MgSOs.), se filtré y se evaporé el
disolvente a vacio.

Rendimiento: 1,61 g de D21.

También se preparo el siguiente producto intermedio mediante un procedimiento similar al descrito en D21:

D27

b) Ester 1,1-dimetiletilico del &cido [5-(2-cloro-6-metil-4-piridinil)-1 H-pirazol-3-il][4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil-
carbamico (D22)

4

F
o=(O
% FF
A una disolucién de D21 (1,65 g; 4,46 mmol) en DMF (20 ml), enfriada hasta 0°C, se le afadi6 cuidadosamente NaH
(puro al 60%) (0,21 g; 5,35 mmol). Se agité la mezcla de reaccion durante 15 min, luego se afiadié Boc.O (1,16 g;
5,35 mmol). Se retir6 el bafio de hielo y se permiti6 que se calentase la mezcla de reacciéon hasta temperatura
ambiente. Luego se agitd la mezcla de reaccién durante 16 h, se extinguié mediante la adicion de agua, luego se
extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Se lavaron con salmuera las fases organicas combinadas, se secaron (MgSQ.), se
filtraron y se evaporé el disolvente a vacio. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna sobre gel de

silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente de CH2Clo/MeOH al 10% en CH2Cl» desde 100/0 hasta
0/100). Rendimiento: 0,49 g de D22.

c) Ester 1,1-dimetiletilico del &cido [5-(2-cloro-6-metil-4-piridinil)-1-[(3S)-3-hidroxibutil]-1 H-pirazol-3-il][4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-carbamico (D23)
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Se disolvieron D22 (0,39 g; 0,83 mmol) y Cs>COs (0,5 g) en DMF (20 ml) y luego se anadié cuidadosamente 1-(4-
metilbencenosulfonato)-1,3-butanodiol (0,3 g; 1,23 mmol). Se agité la mezcla de reacciéon durante 16 h. a
temperatura ambiente, antes de extinguirse con agua y se extrajo con CHxCl> (2 x 20 ml). Se lavaron con salmuera
las fases organicas combinadas, se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se evaporé el disolvente a vacio. Se purificé el
residuo mediante cromatografia ultrarrapida (gradiente de CH2Clo/MeOH al 10% en CHxCl> desde 100/0 hasta
0/100). Rendimiento: 0,5 g de D23.

Descripcion 24 - 26

a) Ester metilico del 4cido 4-[3-[(3,4-difluorofenil)amino]-1-[(2S)-2-[[(1,1-dimetil]etil)dimetilsililJoxi]butil]- 1 H-pirazol-5-
il]-2-piridincarboxilico (D24)

Se disolvieron cloro(1,1-dimetiletil)dimetilsilano (0,0701 g; 0,465 mmol) y 4H-imidazol (0,0528 g; 0,775 mmol) en
DMF seca (15 ml) y luego se anadi6 E5 (0,156 g; 0,388 mmol). Se agité la mezcla de reaccién a 80°C durante 4 h,
se enfrid hasta temperatura ambiente, se vertié sobre H>O y luego se extrajo con Et;O. Se secé la fase organica
(MgSOQOs), se filtrd y se evaporod el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida sobre gel de silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente de acetona/heptano desde
20/80 hasta 50/50). Rendimiento: 190 mg de D24.

b) 4-[3-[(3,4-Difluorofenil)amino]-1-[(28)-2-[[(1,1-dimetiletil)dimetilsililJoxi]butil]- 1H-pirazol-5-il]-2-piridinametanol (D25)

N F

/

HN:

Se enfriaron una mezcla de D24 (0,187 g; 0,362 mmol) y NaBH4 (0,2 g) en THF (5 ml) y MeOH (5 ml) hasta 0°C y
luego se afnadié CaCl».2H20 (0,2 g).

Se calenté la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se agité durante 1 h. Luego se extinguioé la mezcla
con NH4Cl saturado y se extrajo con EtOAc (x 2). Se secd la fase organica (MgSQ,), se filird y se evaporé el

disolvente a vacio. Se uso el residuo en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

c) N-(3,4-Difluorofenil)-1-[(2S)-2-[[(1,1-dimetiletil)dimetilsililJoxilbutil]-5-[2-(metoximetil)-4-piridinil]-1H-pirazol-3-amina
(D26)
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A una suspension de D25 (0,15 g; 0,307 mmol) y EtsN (0,1 ml) en THF a temperatura ambiente se le afiadi6 cloruro
de metanosulfonilo (0,0238 ml; 0,307 mmol; 1,48 g/ml). Después de 15 min cuando se hubo disuelto la suspension,
se afiadié gota a gota NaOMe (al 30% en MeOH) (1,5 ml) y se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
durante 2 h. Se extinguid la mezcla con agua y se extrajo con EtOAc (x 2). Se seco la fase organica (MgSQs), se
filtr6 y se evapor6 el disolvente a vacio. Se uso el residuo, que contenia D26 para reacciones adicionales sin
purificacion.

B. PREPARACION DE LOS COMPUESTOS FINALES

Ejemplo de referencia 1

5-(2-Cloro-3-metil-4-piridinil)-3-[[3-fluoro-5-(trifluorometil)fenillamino]- N, N-dimetil-  H-pirazol-1-propanamida (E1)

0 F
\NM—N
| S () N F
@)\H F
al

Se afnadi6 D6 (preparado segun la descripcién 6) (1,0 g; 2,48 mmol) a una mezcla de 3-hidrazinil-N,N-
dimetilpropanamida (0,65 g; 4,95 mmol) en t-BuOH (20 ml) y se agit6 la mezcla de reaccion at 150°C durante 16 h.
Luego se evapor6 el disolvente a vacio y se purificd el residuo mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice (sistema de purificacion ultrarrapida Biotage: gradiente de acetona/heptano desde 20/80 hasta 50/50). Luego
se evaporo6 el disolvente a vacio y se recogieron dos fracciones. La fraccion deseada produjo 0,40 g de E1 (34,3%).

Ejemplo 2
a) 5-(2-Cloro-4-piridinil)-3-[(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-il)amino]-N,N-dimetil-  H-pirazol-1-propanamida (E2)

O

. F
O, LK
XN\ ON F
]@A)\H
a

Se afnadieron D11 (preparado segun la descripcién 6) (0,98 g; 2,6 mmol) y 3-hidrazinil-N,N-dimetilpropanamida
(0,77 g; 5,9 mmol) a una mezcla de ZnCl; (0,5 M en THF) (5,1 ml; 2,6 mmol) en THF (30 ml) y se agit6 la mezcla de
reaccion a 150°C durante 3 h. Se evaporo el disolvente a vacio y se purificd el residuo mediante cromatografia en
columna ultrarrapida sobre gel de silice (sistema de purificacion ultrarrapida Biotage; gradiente de acetona/heptano
desde 20/80 hasta 50/50). Se recogieron dos fracciones. La fraccion deseada produjo 0,30 g de E2 (2,5%).

b) 5-(2-Cloro-4-piridinil)-3-[(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-il)amino]-N,N-dimetil-  H-pirazol-1-propanamida (E2)

20



10

15

20

25

30

35

ES 2525132713

O

O X

Se afadié D11 (preparado segun la descripcion 6) (0,85 g; 2,2 mmol) a una mezcla de 3-hidrazinil-N,N-
dimetilpropanamida (0,50 g; 3,8 mmol) en t-BuOH (30 ml), luego se afnadi6 sal de lantano (3+) del acido 1,1,1-
trifluorometanosulfénico (3:1) (0,105 g; 2 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a reflujo durante 48 h y luego se
evaporé el disolvente a vacio. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de
silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente de acetona/heptano desde 20/80 hasta 50/50) y se
recogieron 2 fracciones. Se evaporo6 el disolvente a vacio. La fraccién deseada produjo 0,20 g de E2 (2%).

Ejemplo de referencia 3

5-(2-Cloro-4-piridinil)-3-[(3,4-difluorofenil)amino]- N, N-dimetil- 1 H-pirazol-1-propanamida (E3)

F
XX N
I H F
N~
cl

Se disolvié D7 (preparado segun la descripcion D6) (0,71 g; 0,0021 mol) en +BuOH (50 ml), luego se anadio 3-
hidrazinil-N, N-dimetilpropanamida (0,71 g; 0,0055 mol). Se agité la mezcla de reaccién y se puso a reflujo durante la
noche, luego se evaporé el disolvente a vacio. Se purificé el producto mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep® C18 BDS (silice desactivada por base) 8 um, 250 g, D.I. de 5 cm).
Se aplico un gradiente con 3 fases moviles. Fase A: una disolucion de NHsHCOs; al 0,25% en agua; fase B: CH3OH;
fase C: CH3CN). Se recogieron dos fracciones. La fraccion deseada produjo: 0,14 g de E3 (16,5%).

Ejemplo de referencia 4
(alfaS)-5-(2-Cloro-6-metil-4-piridinil)-3-[[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenilJamino]-alfa-metil-  H-pirazol-1-propanol (E4)
OH
)\/\N F
—N
\
XX N

N H F

F

Cl

Se disolvié D23 (preparado segun la descripcion D23) (0,5 g; 0,92 mmol) en CHxCl> (20 ml) y luego se afadié TFA
(1,4 ml; 18,4 mmol). Se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 2 h. Se extingui6 la reaccién
con una disolucion saturada de NaHCOs luego se extrajo con CHxClz (3 x 30 ml). Se lavaron con salmuera las fases
organicas combinadas, se secaron (MgSQOsa), se filtraron y se evaporé el disolvente a vacio. Se purifico el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (sistema de purificacion ultrarrapida Biotage; gradiente de
CHxCl2/MeOH al 10% en CHxCl» desde 100/0 hasta 0/100). Rendimiento: 0,26 g de E4 (63,81%).

Ejemplo de referencia 5

Ester metilico del &cido 4-[3-[(3,4-difluorofenil)amino]-1-[(2S)-2-hidroxibutil]- 1 H-pirazol-5-il]-2-piridincarboxilico (E5)
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Se cargd un autoclave de acero inoxidable de 75 ml bajo una atmésfera de N2 con E48 (preparado segun el ejemplo
1) (2 g; 5,28 mmol), Pd(OAc)2 (0,0236 g; 0,106 mmol), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (0,087 g; 0,211 mmol), acetato
de potasio (1,55 g; 15,8 mmol) y metanol/THF (1:1) (40 ml). Se cerr6 el autoclave y se presurizé hasta 50 bar con
CO y se llevé a cabo la reaccion durante 16 h a una temperatura de 125°C. Se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice (sistema de purificacién ultrarrapida Biotage; gradiente de
acetona/heptano desde 20/80 hasta 70/30) y se obtuvieron 2 fracciones. La fraccién deseada produjo 267 mg de E5
(13%).

Ejemplo de referencia 6

(alfaS)-3-[(3,4-Difluorofenil)amino]-alfa-etil-5-[2-(metoximetil)-4-piridinil]- 1 H-pirazol-1-etanol (E6)

/\[M oY

F

Se disolvié D26 (preparado segun la descripcion D26) (0,15 g; 0,298 mmol) en TBAF (10 ml) y se agité la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 2 h. Luego se evapord el disolvente a vacio y se disolvié el residuo en
CHxCl, y se lavo varias veces con H>O. Se separé la fase organica y se secd (MgSQu.). Se filtro el filtrado que quedo
sobre aceite y se evaporo6 el disolvente a vacio. Se purificéd el producto mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion de fase inversa (Shandon Hyperprep® C+g BDS (silice desactivada por base) 8 um, 250 g, D.I. de 5 cm).
Se aplicé un gradiente con 3 fases mdviles. Fase A: una disolucién de NH4HCO;s al 0,25% en agua; fase B
(opcional): MeOH; fase C: CH3CN). Se recogieron las fracciones y se sometieron a tratamiento final. La fraccion
deseada produjo 34,5 mg de E6 (29,8%).

Ejemplo de referencia 7
3-[(3,4-Difluorofenil)amino]-5-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-N-metil-  H-pirazol-1-acetamida (E7)

H

AN O

Se calent6 una mezcla de E10 (preparado segun la descripcion E10) (0,55 g; 1,324 mmol) y MeNH»/EtOH (15 ml;
1,324 mmol) durante la noche en un recipiente sellado a 90°C. Se concentrdé la mezcla y se purificd el residuo
mediante HPLC preparativa (eluyente: TFA al 0,1% en CH3CN/TFA al 0,1% en H20). Se recogieron las fracciones de
producto y se neutralizaron con una disolucién saturada de NaHCOs. Se extrajo el producto deseado con EtOAc (2 x
100 ml). Se secé la fase organica separada (Na>SOs), se filir6 y se evapord el disolvente a vacio. Rendimiento:
0,230 g de E7 (43,6%).

Ejemplo de referencia 8

(alfaS)-3-[(3,5-Difluorofenil)amino]-alfa-etil-5-[2-(etilamino)-4-piridinil]- H-pirazol-1-etanol (E8)
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Se disolvié en E47 (preparado segun el ejemplo 1) (0,47 g; 1,24 mmol) MeOH (20 ml) y luego se anadioé EtNH; (2 g).
Se agit6 la mezcla de reaccion a 160°C a presién durante 24 h y se evaporo el disolvente a vacio.

Se purificd el residuo mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C1s BDS (silice desactivada por base) 8 um, 250 g, D.I. de 5 cm). Se aplicé un gradiente con 3 fases méviles. Fase
A: una disolucion de NHsHCO3 al 0,25% en agua; fase B (opcional): MeOH; fase C: CH3zCN). Se recogieron las
fracciones y se purificaron de nuevo mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase inversa (Shandon
Hyperprep® C+s BDS (silice desactivada por base) 8 um, 250 g, D.l. de 5 cm). Se aplicé un gradiente con 2 fases
moéviles. Fase A: el 90% de una disolucién de NH4sOAc al 0,5% en agua + el 10% de CH3CN; fase B: CH3CN). Se
recogieron las fracciones y se sometieron a tratamiento final. La fraccion deseada produjo 0,0789 g de E8 (16%).

Ejemplo de referencia 9

3-[[3-Fluoro-5-(trifluorometil)fenillamino]-N, N-dimetil-5-(3-metil-4-piridinil)- 1 H-pirazol-1-propanamida (E9)

O
T
8
\ F
SO I

Se disolvié E1 (0,40 g; 0,85 mmol) en THF (50 ml) y luego se afadieron EtsN (0,5 ml), al 10%, RaNi (0,1 g) y
disolucién de tiofeno (0,1 ml). Se agité la mezcla de reaccién bajo presion de Hp durante la noche. Se evaporé el
disolvente a vacio y luego se afiadid H>O (10 ml). Se extrajo la fase acuosa mediante EtOAc (3 x 30 ml), se lavaron
con salmuera las fases organicas combinadas, se secaron (MgSQ.), se filtraron y se evapor6 el disolvente a vacio.
Se purific el residuo mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase inversa (Shandon Hyperprep®
C1s BDS (silice desactivada por base) 8 um, 250 g, D.I. de 5 cm). Se aplicé un gradiente con 2 fases méviles. Fase
A: una disolucién de NH4sHCOs al 0,25% en agua; fase B: CH3CN). Se recogieron las fracciones y se sometieron a
tratamiento final. La fraccion deseada produjo 0,25 g de E9 (67,55%).

Ejemplo de referencia 10

Ester etilico del 4cido 3-[(3,4-difluorofenil)amino]-5-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)- 1 H-pirazol-1-acético (E10)
F
X
SORA RS
H
O

Se agité a 85°C una mezcla de D16 (0,00138 mol), monoclorhidrato de éster etilico del acido 2-hidrazinil-acético
(1:1) (0,00276 mol) y KoCOs (0,00206 mol) en +BuOH (100 ml) durante la noche en un recipiente de reaccién
sellado. Se enfrié la mezcla de reaccion, se filtr6 y se evaporé el disolvente del filtrado a vacio. Rendimiento: 0,55 g
de E10 (96,5%).

Ejemplo de referencia 185

(alfaS)-3-[(3-Clorofenil)amino]-alfa-etil-5-[2-metil-4-piridinil]- 1 H-pirazol-1-etanol (E185)
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Se agitaron D27 (420 mg; 1,073 mmol), [1,3-bis[2,6-bis(1-metiletil)fenil]-2-imidazolidiniliden]cloro(n3-2-
propenil)paladio (CAS [478980-01-7]; catalizador) (61,68 mg; 0,107 mmol), NaOMe 0,5 M en CH3OH (0,6 ml) e i-
PrOH (4 ml) en el microondas durante 10 minutos a 60°C. Se evaporé la mezcla de reaccion, se lavé con agua y se

extrajo con CHxCl,. Se secé la fase organica sobre MgSO., se filtrd y se evapor6. Se purifico el residuo mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion. Rendimiento: 30,9 mg de E185 (8,07%).

Se prepararon los siguientes compuestos de férmula (1), tal como se representa en las tablas 1 y 2, por analogia a
los ejemplos anteriores (N.2 de €j.).

Tabla 1
Z,
= x
1 Ry
: )
2
3 4
N.2 de co. N.2 de ej. z L R*
0 -~
103* Ej. 9 H;C\N/u\/--.__ 3-F, 4-F
|
CH, H:;C/O
0O
11* Ej. 1 H,C.. 3-F, 4-F
] 3 1;1*/ .
CH,
12 Ej. 1 HiCx j\/ /@\ 3-F, 4-F
) H;C
| X\PN
&n, 0 cl
H .
. : N - N ]
13 Ej. 9 H,C . | ) 3-CFs
0 N
H -
. : N Ny ]
14 Ej. 9 H,C . I ) 3-OCFs
o) N
H -
15* Ej. 9 AN | h 3F, 4F,5F
H3C N P
O N
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16* Ej. HszN\“/-.., | = 3-F, 4-F
o
0 N
H .
17+ Ej. HC_ N\“/ | = 3-OCFs
P
0 N
H '.-"
18* Ej. HyC _ Na_~., | N 3-CFs
P4
o) N
19* Ej. H,Co jL/ | Xy SF aF
N ' 7
CH, N
20* Ej. HSCVNY ., l o~ 3-F, 4-F
N
3 F
O Lo
21* Ej. H3C\N /U\/. | 0 3F 4F
| N A~
CH,
? HsC
22 Ej. LECN )l\/ 3 | r 3-F, 4-F
| =zN
CH,
? HsC
23* Ej. H,C\NJ\/N.__' ’ | N 3-CFs, 4-F
| =ZN
CH,
HO 5.,
24* Ej. ) HsC | Ny 3-F, 4-F
CH, _N
Enantiémero S
S)
HO. )L~
H,C -
25* Ej. 3 | T 3-CFs, 4-F
CH, _N
Enantiémero S
Q H
26° Ej B A, Y 3F,5F
) ~N
CH,
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27" Ej. HszN\'( ----- | g 3-CFs, 4-F
P
0 H;C N
0
-
28" Ej. H;C\N/u\/--.,.' | 3-CFs, 4-F
P
)
SH, H,C” N
H O-...
29° Ej. j/ | i 3-CF, 4-F
P
H;C H, ¢~ N
Enantiémero S
H | AL
30* Ej. -N - | o 3-CF3, 5-F
H3C * N~
6] CH,
H e
31* Ej. H3C\/N\“/-... | 3-CFs, 5-F
N A
0 CHj
0 -
9* Ej. H,C\N/u\/..,.. 1\'1 P 3-CFs, 5-F
)
Cu, CH,
| H Y
32 Ej. HC” . Ne - 3-CFs
0 CH,
. 4 Y
35 Ej. HC” . N 3-OCFs
Y CH,
H | N
34+ Ej. H3C,N . N 3-CF3, 4-F
O CH,
. g B
33 Ej. e N N 3-Cl, 5-F
0 CH;
H l N
107 Ej. H3C’N . No 2-F, 3-F, 4-F
0 CH,
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| H Y
109* Ej H3C’N . N~ 3-F, 4-F, 5-F
o CH;
H Y
36* Ej. H;C\/N\"/- ..... Ne 3-CFs
0 CH,
H | N
37* Ej. HsC\/NY N~ 3-OCFs
o CH,
H | N
111* Ej. HschY ---- N~ 3-cl
(0] H,
H | N
137* Ej. Hsc\/N\"/--.., N~ 2-F, 3-Cl
0 CH;
38+ Ej. H3C\/N . No ~ 3-CFs, 4-F
O CH,
H N
39* Ej. HyC N b! P 3-Cl, 5-F
O CHs
108" Ej. H3CVNY ..... N 3-Cl, 5-OCHs
0 CH,
H [
181 * EJ HszNY ''''' N > 3'CF3, 5'OCH3
0 CH,
H | N
125* E] H3C\/N\r' ..... N oz 2-F, 3-F, 4-F
O CH,
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H | N
. 3-F, 4-F, 5-F
128* Ej. Hzch\"/ N _~
o CH,
H I -
. 2-F
176* Ej. ,N\Il/ -, N
0 CH,
H I N
. 3-Cl
123* Ej. ,le/ . Ne
o CH;
g
N | 3-Cl, 5-OCHj
110* Ej. ,NY ----- N
0 CH,
-
: R | 3-CFs, 5-OCH;
104* EJ r Y . N /
o CH,
H | N
- 2-F, 3-F, 4-F
116 Ej. ,N\I(- Ne o
0 CH,
H | N
3-Cl
163* Ej. NY N
o CH,
H I e
2-F, 3-Cl
170* Ej. N\"/~ N o~
Y CH,
H B
3-Cl, 5-OCHj
132" Ej. A\/NY ----- N~
0 CH,
H | N
3-CF3, 5-OCHj
131* Ej. Nm/- N
0 CH,
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H l e
164* Ej. 7 N\n/- Nz 2-F, 3-F, 4-F
0 CH,
168* Ej. 7 NY N 3-F, 4-F, 5-F
0 CH,
0 l X
146* Ej. 9 H,Co J\/ 3-Cl
! 3 1;1 . N A~
CH;3 CH,
(0] Xy’
124* Ej. 9 H3C\N/u\/..._' b! P 2-F, 3-Cl
|
CH3 CI_I3
0 | "
40* Ej. 9 H,C< 3-F, 4-F
! 3 N N~
CH3 CH3
(0] | Ny’
41* Ej. 1 H,Co Jk/ 3-Cl, 5-F
| 3 I|q . N~
CH3 CH3
(0] | Py
126* Ej. 1 H3C‘1;I . Ne 3-Cl, 5-OCHs
CH3 CH3
0 | "
143* Ej. 9 H3C\1;1Jk/"'-. N _~ 3-CF3, 5-OCHs
CH3 CI_I3
166* Ej. 1 HJC\I;IJ\/"-.. N A 2-F- 3-F, 4-F
CH3 CH3
142° Ej. 1 H,Co 3-F-4-F,5-F
J 3 I;I)l\/ . N /
CH3 CH3
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HO.® | S
42 Ej. 1 ) 3-Cl, 5-F
CH, N
Enantiémero S CH;
HO. )., S
43" Ej. 9 ) 3-CFs, 4-F
CH, N
Enantiémero S H,
HO S .. I Ny
44 Ej. 1 ’ 3-F, 4-F, 5-F
CH, N
Enantiomero S CH;
HO. ). . N
185* Ej. 185 }! P 3-Cl
H,C
Enantiémero S CH,
HO ... ] N
118* Ej. 9 j/ No - 2-F, 3-Cl
H,C
Enantiémero S CH,
S .
HO O, I N
45* Ej. 9 N _~ 3-F, 4-F
H,C
Enantiémero S CHy
HO .. B
46* Ej. 9 j/ N _~ 3-CF3, 4-F
H;C
Enantiémero S CH;
HO ®) ., Ny
120* Ej. 1 j/ 1\! / 3-Cl, 5-OCHjs
H;C
Enantiémero S CH;
10 ® [ S Rl
183* Ej. 9 N _~ 3-CF3, 5-OCHs;
H,;C
Enantiémero S CH,
HO S S -
134 Ej. 9 ) 2-F, 3-F, 4-F
CH, N
Enantiémero S CH,
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H Y
106* Ej. N N 2-F, 3-Cl
| H3C Y . P
O O,CH3
HO S\ -
184* Ej. j/ 1»! & 2-F, 3-Cl
e CH
Enantiémero S 0"
HO. S)-... S
99* Ej. N~ 3-CF3, 5-OCH3
H,C CcH
Enantiomero S 0"
0 g gy
3 Ej. HBC\IFJ\/ ..... ,J P 3-F, 4-F
CH; 1
H0 S, N
47* Ej. j/ }J _ 3-F, 5-F
H,C
Enantiémero S 1
HO 5., N
48" Ej. j/ }J P 3-F,4-F
H,C
Enantiémero S 1
OH | Xy
49 Ej. S~ 3-CFs, 4-F
) HsC/K/‘ . N. - 3
Enantiomero S CH,4
g B
50* Ej. . N 3-CF3, 5-OCHs
HC Y 7 CHj
0 CH,
H .
51 Ej. H3CVN\"/-.., 3-CF3, 5-OCHj
0]
0 X
52* Ej. H3C. )k/-... Nz 3-CF3, 5-OCHs
N . CH,
CH3 CH3
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Ho S~ N
53* Ej. Ne 3-CF3, 5-OCH;s
HyC CH,
Enantiomero S CH,
0
1 Ej. H3C\N/Ik/--.__ 3-F, 5-CF3
I
CH,
HO.©) ... N
115* Ej. h! P 3-CF3, 5-OCHj
HsC Cl
Enantiémero S CH,
H H,C | N
54* Ej. H3C,N . No - 3-Ct
0 CH;
H H; N
nr Ej. H3CIN ., }! z 3-CF3
0 CH;
HyC -
H 3 I
129* Ej. H;C’N No 3-OCF;
0 CH,
H,C .
H 3 I g
141+ Ej. H;C'N . N~ 2-F, 3-Cl
o)
CH;
H HsC I N
* i N . F 4.
55 Ej. H,C N - 3-F, 4-F
o}
CH,
H HyC A
114* Ej. H_"C,N 1} P 3-CFs, 4-F
0 CH,
H HyC A~
105* Ej. e P 3-CFs, 5-0CH;
0 CH,
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H,C

H )
120" Ej. R . L P 2-F, 3-F, 4-F
0 CH,
H H3C x o
127° Ej. e P 3.F, 4F, 5-F
o} H,
H H;C I A Lo
155* Ej. H3C\/N\"/ N~ 3-CFs3
0 CH;
H,C
H 3 I Ny
139* Ej. Hsch\n/'---. Nz 3-OCFs
0 CH;
. H,C ~
154* Ej. H;CVN\“/\" N 2-F, 3-Cl
0 CH,
H »
H 3C I o
151> Ej. HsC\/NY-‘.., N 3-F, 4-F
0 CH,
H o
H 3C I R
152+ Ej. HsC\/NY'--.. Nz 3-CF3, 4-F
0 CH,
H HyCa A
140* Ej. HschY ----- I} P 3-CFs, 5-OCHs
0
CH,
H H3C I AN o
148" Ej. HBC\/NY ----- N~ 2-F, 3-F, 4-F
0 5,
H3C \ _,.-’
167 Ej. HC N A _ 3-F, 4-F,5-F
0 CH,
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H;C

H ) o
150" Ej. NY . 1} P 3.CFs
o) H,
H H;C N "
147* Ej. ,N\Ir' ..... I‘! P 3-OCFs
0 CH,
H o
H BC I o
169* Ej. ,N\'(- . N 2-F, 3-Cl
0 CH,
H H3C A~
160" i ,N\ﬂ/~ ] J P 3-F, 4-F
o CH,
H;C -
H 3 I
159* Ej. ,N\II/- . Ne o 3-CFs, 4-F
° CH,
i HiC A
1387 Ej. v"\n/ . ,} P 3-CFs, S-OCHs
° CH,
H HiC A~
156" Ej. /N\"/ ..... 1} P 2-F, 3-F, 4-F
© CH,
- H3Ca A
172" Ej. vNY ----- \ / 3-F, 4-F,5-F
0 CH;
H,C .
. H : | y
100* Ej. N\‘r- ..... \ P 3-Cl
0 CH,
H H3Ca A
57* Ej N\‘('-._.. }! P 3-F, 4-F
0 CH,
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H;C

H ' "
144* Ej. C /NY» N 3-CFs3
0 CH,
HyC -
N |
180* Ej. UNY ..... N s 3-OCF;
(o} H,
H HC I N
175* Ej. UNY N 2-F, 3-Cl
0 CH,
H,C p
H 3 '
171* Ej. : /N\"/- N 3-F, 4-F
0 CH,
H,C .
N |
174* Ej. ': ,N\'(-. N - 3-CF3, 4-F
0 CH,
H}C oo’
N [
162* Ej. UNY Nz 3-CF3, 5-OCHj3
0 CH,
H;C .
H 3 |
182" Ej. D/N\’( No 2-F, 3-F, 4-F
0 CH;
H;C .
H 3 I
179* EJ NY ..... N / 3_':, 4_F! 5_F
0 CH,
0 H3C o
56* Ej. H3C\N)k/~.,.. 1} P 3-Cl
1
CH3 CH3
O H3C R
178* Ej. H3C\N)k/..,.. A P 3-CFs
I
CH3 CH3
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O H,C | e
165" Ej. H3c\N/“\/-...., \1@ 3-OCFs
|
CH3 H3
O H3C I N o
173 Ej. H;C\NJK/...__ \IQ 2-F, 3-Cl
|
CHS CH3
O Hj S R
. i | F 4
119 Ej. H;C\NJ\/-.,.. c\p(’;, 3-F.4-F
|
CH, CH;
H -
0] 3 N
. - | CFs. 4-
161 Ej. H3C\N)l\/ ..... R@ 3-CFs, 4-F
| 5
CH3 CH‘_;
HO S\ HyC AN
58* Ej. j/ Ne 3-Cl
H;C
Enantiémero S CH,
HO S~ HyC | SN
59* Ej. Ne 3-F,4-F
HiC
Enantiémero S CH,
HO G ... e | A
101* Ej. Nz 3-CF3, 5-OCHj3
H,C
Enantiémero S CH,
HO O~ .~ CL S
4" Ej. YO 3-CFa, 4-F
Enantiomero S CH,
0 Cl N
* i | F 4
60 Ej. B A, \1@ 3F, 4F
|
CH; CH,
O
102* Ej. HiyCo J\/ ’ 3-F, 4-F
N N H:C
| 3 ~O
CH,
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S
R |
61* Ej. 8 - .., N _~# 3-F, 4-F
J H}C .
O _NH
H,C
®) | i
. HO ‘‘‘‘‘ N P
62* Ej. 8 3-F, 4-F
CH, NH
Enantiémero S
CH;
(S) I \ o
| HO GO, Ne
63* Ej. 8 3-CF3, 5-OCH3
CHs NH

Enantiémero S

B
HO. S~
N
64* Ej. 8 7 3-F, 5-CF3
CH, NH
Enantiémero S r
CH;,
©® | N~
. HO N o
133* Ej. 8 2-F, 3-F, 4-F
CH;3 NH
Enantiémero S |/
CH,4
HO . | N
- N
65* Ej. 8 j/ & 3-F, 4-F
H,C rNH
Enanti6 S
nantibmero CH,
HO. S)-.. | i
N
8* Ej. 8 7 3-F, 5-F
H,C NH
Enantiémero S
CH,
HO. () . I Xy
.. N
135" Ej. 8 o 2-F, 3-F, 4F
H,;C NH

Enantiémero S

£
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H;

N
10 S)-..,
. s . N A 3-F, 4-F
CH; NH
Enantiémero S
CHj
H3C N o
o)
HO
67* EJ 8 N / 3'CF31 4-F
CH, NH
Enantiémero S
CH,
H;C. o
o6 3 -
- Ej.8 j/ g oA
Enantiémero S
CH;3
H;C o
HO S YO
69* EJ 8 N / S'CF31 4-F
CH,
. ~N
Enantiémero S H;C™ “CH,
© i Ny
OH
Enantiémero S H;C—0" O
Y
H N A
, . N~ )
177 Ej.7 HyC Y . 3-Cl
0 ?
CH,
o
Q N~
149* Ej. 1 Hsc\llq/u\/'---. e
CH, ?
CH,
N
0 y
70* D8 HyCS g e
N
CH, ?
CH,
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Ny
HO S I\;
136* Ej. j/ 7 3-Cl
H,C o
Enantiomero S (‘JH
3
A
HO O P}
113+ Ej. r o 3-CFs
H;C o
Enantiémero S éH
3
X
HO G }; P
6* Ej. j/ 3-F, 4-F
H,C o
Enantiémero S CllH
3
HO S\ }!
71 Ej. :I/ d 3F,5F
H,C o
Enantiémero S (IZH
3
X
HO .. A
121 Ej. 7 2-F, 3-F, 4-F
H;C o
Enantiémero S ('ZH
3
72* Ej. H, C,N ----- o 3-F
Y K/o
73* Ej. H3C,N . o 4-F
Y K/o
7 Ej. e Y o 3-F, 4-F
O |\/o
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H
74* Ej. -N N 3-F, 4-F, 5-F
) H,C o
0 k/o
R CFa, 4-F
75* Ej. . . 3-CFs, 4-
) H,C o s
o |\/o
N CF
76* Ej. . . 3.
) H,C o 3
o K/o
X OCF
77" Ej. . 3.
| H,C . o 3
0 K/o
78" Ej. “3C\/Nj‘/~-., 3-F, 4-F, 5-F
o)
o K/o
H o
79* Ej. Hsch\“/u.., 3-CFs3
o)
o K/o
80* Ej. Hsch\'r-.., o 3-OCF;
Y K/o
81* Ej. HszNY-.., o 3-CF3, 4-F
0 K/o
0 R
82+ Ej. LA ,“\/ o 3.F
CH; K/O
0
83* Ej. H3C\N JI\/-, 4-F
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0
84* Ej. 1 H;C. 3-F, 4-F
| fop Q
CH, K/O
HO (&) .., -
85" Ej. 1 3-F, 4-F, 5-F
CH;, o)
Enantiémero S K/O
10* Ej. 10 Hﬁvojl/"-- 3-F, 4-F
(o)
0
L_o
Los compuestos indicados con un asterisco (*) son compuestos de referencia
Tabla 2
z
~ ’N
N
D—NH
.y
o
1
O
N.2 de co. N.2 de ej. 4 L
H .
. ,N \ o
86 Ej. 9 HC I\II
0 /
87 Ej. 9 H3C\/N\r‘~...‘ | .
N
0 F
O »
. Ny
88 Ej. 9 H;C\Nk/‘-\ |
I N A~
CH,4
89 Ej. 9 N |
H,C N
0 CH3
o N
920 Ej. 9 H;C. /u\/ |
i ' N
CH; 3
. H ".,.
91 Ej. 9 Hsch\"/-~.. S
N
O / CH3
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1Y
"

| H i
92 Ej. 7 N N
0 CH,
93 Ej.7 H3C\/N\"/~-.., N~
0 CH,
0o "
94 Ej. 1 HyCo
| 3 I}I/IK/ . ]@
CH, CH;
H | 7
95 Ej. 7 N\’( ! Ne -
Y CH,
0 X
2 Ej. 2 H3C~I;IJ\/ ..... FIT P
CH; cl
Y
H N~
. ’N
112 Ej. 7 H,C
0 ?
CH,
Ny
.0
96 Ej. 1 H,C Jk/ N
. 3 \Ilq e,
CH; ?
CH;
. ﬁ H3C I \.
130 Ej. 7 H,C” P
Y CH,
H HsC \.0'
153 Ej. 7 HiC N Ne _z
0
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q H;C I -
145 Ej.7 ,NY--.., Ne
0 CH,
H H3C I x o
158 EJ 7 UNY ‘‘‘‘ N /
O H3C \ oo
- |
157 Ej. 7 H3C‘1|~IJ\/"’- Ne
CH3 H

Parte analitica
CL-EM

CL-EM - Procedimiento general A

Se realiz6 la medicion de HPLC usando un sistema Alliance HT 2790 (Waters) que comprende una bomba
cuaternaria con desgasificador, un inyector automatico, un horno de columna (fijado a 40°C, a menos que se indique
lo contrario), un detector de red de diodos (DAD, diode array detector) y una columna tal como se especifica en los
métodos respectivos a continuacién. Se fracciond el flujo de la columna a un espectrometro de EM. Se configur6 el
detector de EM con una fuente de ionizacion por electropulverizacion. Se adquirieron los espectros de masas
mediante barrido desde 100 hasta 1000 en 1 segundo usando un tiempo de permanencia de 0,1 segundos. El
voltaje de aguja capilar era de 3 kV y se mantuvo la temperatura de fuente a 140°C. Se usé nitr6geno como gas
nebulizador. Se realizé la adquisiciéon de datos con un sistema de datos MassLynx-Openlynx de Waters-Micromass.

CL-EM - Procedimiento general B

Se realizé la medicién de HPLC usando un médulo Agilent 1100 que comprende una bomba, un detector de red de
diodos (DAD) (longitud de onda usada, 220 nm), un calentador de columna y una columna tal como se especifica en
los métodos respectivos a continuacion. Se fracciond el flujo de la columna a un aparato MSD serie G1946C y
G1956A de Agilent. Se configur6 el detector de EM con API-ES (ionizacion por electropulverizacién a presion
atmosférica). Se adquirieron los espectros de masas mediante barrido desde 100 hasta 1000. El voltaje de la aguja
capilar era de 2500 V para el modo de ionizacién positiva y de 3000 V para el modo de ionizacién negativa. El voltaje
de fragmentacion era de 50 V. Se mantuvo la temperatura del gas de secado a 350°C a un flujo de 10 I/min.

CL-EM - Método 1

Ademaés del procedimiento general A: Se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Xterra MS C18
(3,5 um, 4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon tres fases méviles (fase moévil A: el
95% de acetato de amonio 25 mM + el 5% de acetonitrilo; fase mévil B: acetonitrilo; fase moévil C: metanol) para
ejecutar una condicién de gradiente de desde el 100% de A hasta el 1% de A, el 49% de B y el 50% de C en
6,5 minutos, hasta el 1% de Ay el 99% de B en 1 minuto y se mantuvieron estas condiciones durante 1 minuto y se
reequilibré con el 100% de A durante 1,5 minutos. Se us6 un volumen de inyeccién de 10 pl. El voltaje de cono era
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de 10 V para el modo de ionizacién positiva y de 20 V para el modo de ionizacion negativa.

CL-EM - Método 2

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

CL-EM - Método 3

Ademas del procedimiento general B: Se llevo a cabo HPLC de fase inversa en una columna YMC-Pack ODS-AQ,
50x2,0 mm, 5 um con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: agua con
TFA al 0,1%; fase movil B: acetonitrilo con TFA al 0,05%). En primer lugar, se mantuvo el 100% de A durante 1
minuto. Luego, se aplicé un gradiente hasta el 40% de Ay el 60% de B en 4 minutos y se mantuvo durante 2,5
minutos. Se usaron volimenes de inyeccion normales de 2 pl. La temperatura del horno era de 50°C (polaridad de
EM: positiva).

CL-EM - Método 4

Ademés del procedimiento general B: Se llev6 a cabo HPLC de fase inversa en una columna YMC-Pack ODS-AQ,
50x2,0 mm, 5 um con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: agua con
TFA al 0,1%; fase mdvil B: acetonitrilo con TFA al 0,05%). En primer lugar, se mantuvo el 90% de Ay el 10% de B
durante 0,8 minutos. Luego, se aplico un gradiente hasta el 20% de A y el 80% de B en 3,7 minutos y se mantuvo
durante 3 minutos. Se usaron volimenes de inyeccién normales de 2 pl. La temperatura del horno era de 50°C
(polaridad de EM: positiva).

CL-EM - Método 5

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

CL-EM - Método 6

Ademas del procedimiento general C: Se llevd a cabo UPLC de fase inversa (cromatografia de liquidos de
resolucién ultra-alta) en una columna C18 hibrida con puente de etilsiloxano/silice (BEH) (1,7 um, 2,1 x 50 mm;
Waters Acquity) con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: acido férmico
al 0,1% en H>O/metanol 95/5; fase mdvil B: metanol) para ejecutar una condicion de gradiente de desde el 95% de A
y el 5% de B hasta el 5% de Ay el 95% de B en 1,3 minutos y se mantuvo durante 0,2 minutos. Se us6 un volumen
de inyeccion de 0,5 pl.

El voltaje de cono era de 10 V para el modo de ionizacion positiva y de 20 V para el modo de ionizacidén negativa.

CL-EM - Método 7

Ademas del procedimiento general C: Se llevd a cabo UPLC de fase inversa (cromatografia de liquidos de
resolucién ultra-alta) en una columna C18 hibrida con puente de etilsiloxano/silice (BEH) (1,7 um, 2,1 x 50 mm;
Waters Acquity) con una velocidad de flujo de 0,8 mi/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: acetato de
amonio 25 mM en H>O/acetonitrilo 95/5; fase movil B: acetonitrilo) para ejecutar una condicién de gradiente de
desde el 95% de Ay el 5% de B hasta el 5% de Ay el 95% de B en 1,3 minutos y se mantuvo durante 0,3 minutos.
Se us6 un volumen de inyeccion de 0,5 pl.

El voltaje de cono era de 30 V para el modo de ionizacion positiva y de 30 V para el modo de ionizacién negativa.

CL-EM - Método 8

Ademas del procedimiento general C: Se llevd a cabo UPLC de fase inversa (cromatografia de liquidos de
resolucién ultra-alta) en una columna C18 hibrida con puente de etilsiloxano/silice (BEH) (1,7 um, 2,1 x 50 mm;
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Waters Acquity) con una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase movil A: acetato de
amonio 25 mM en H>O/acetonitrilo 95/5; fase moévil B: acetonitrilo) para ejecutar una condicién de gradiente de
desde el 95% de Ay el 5% de B hasta el 5% de Ay el 95% de B en 1,3 minutos y se mantuvo durante 0,3 minutos.
Se usé un volumen de inyeccion de 0,5 pl.

El voltaje de cono era de 10 V para el modo de ionizacion positiva y de 20 V para el modo de ionizacién negativa.

CL-EM - Método 9

Ademas del procedimiento general A: Se fij6 el calentador de columna a 60°C. Se llev6 a cabo HPLC de fase inversa
en una columna Xterra MS C18 (3,5 um, 4,6 x 100 mm) con una velocidad de flujo de 1,6 ml/min. Se emplearon tres
fases moviles (fase movil A: el 95% de acetato de amonio 25 mM + el 5% de acetonitrilo; fase moévil B: acetonitrilo;
fase movil C: metanol) para ejecutar una condicion de gradiente de desde el 100% de A hasta al 50% de By el 50%
de C en 6,5 minutos, hasta el 1% de A y el 99% de B en 1 minuto y se mantuvieron estas condiciones durante 1
minuto y se reequilibré con el 100% de A durante 1,5 minutos. Se usé un volumen de inyeccién de 10 pl. El voltaje
de cono era de 10 V para el modo de ionizacién positiva y de 20 V para el modo de ionizacién negativa.

Puntos de fusién

Para varios compuestos, se determinaron sus puntos de fusién con un aparato DSC823e de Mettler-Toledo
(indicado con el superindice ?). Se midieron los puntos de fusién con un gradiente de temperatura de 30°C/minuto.
Los valores son valores maximos.

Para varios compuestos, se determinaron sus puntos de fusiéon con un aparato Diamond DSC de PerkinElmer
(indicado con el superindice °). Se midieron los puntos de fusion con un gradiente de temperatura de 10°C/minuto.
La temperatura maxima fue de 300°C. Los valores son o bien valores maximos o bien intervalos de fusion (del inicio
del pico al final del pico).

Para varios compuestos, se determinaron sus puntos de fusion con un aparato de punto de fusion WRS-2A que se
adquirié de Shanghai Precision and Scientific Instrument Co. Ltd. (indicado con el superindice °). Se midieron los
puntos de fusién con una velocidad de calentamiento lineal de 0,2-5-0°C/minuto. Los valores notificados son
intervalos de fusion. La temperatura maxima fue de 300°C.

Tabla 3: Datos analiticos - tiempo de retencion (R; en minutos), pico (MH)*, método de CL-EM y puntos de fusion
(“p.f.” se define como el punto de fusion e “inc.” se define como inconcluyente).

glégmdpe. Re | (eH) | 0T (g'cf:') '(;l;ndpe. Re | (eH) | 00T (Bg')
1 |1,04] 470 5 4 [105| 443 5
> |o97| 450 5 5 |094| 403 5
3 |495| 402 1 177,8° 6 |539| 389 1 inc.
glégmdpe. Re | (eH) | 00T (g'f') '(;l;ndpe. Re | (eH) | 0B (Bg')
7 |a33| 401 4 189,5-194,5 29 |583| 409 1 inc.
8 |575| 388 1 inc. 30 |539| 408 1 inc.
9 |577| 436 1 156,7° 31 |558| 422 1 :
10 |576| 401 1 : 32 |360| 390 4 191,4°
11 | 580 435 1 inc. 33 |522| 374 1 196,8°
12 | 598| 435 1 inc. 34 |347| 408 4 :
13 | 477| 376 3 140,0° 35 |362| 406 4 173,9°
14 | 489 392 3 146,0° 36 | 354 | 404 4 142,7°
15 |452| 362 3 242,3° 37 |363| 420 4 150,4°
16 | 472| 358 1 208,0° 38 |539| 422 1 163,1°
17 | 391 | 406 4 : 39 |544| 388 1 193,0°
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18 |378| 390 4 ; 40 |514] 386 1 141,4°
19 |490| 372 1 164,8° 41 |565| 402 1 162,0°
20 |473| 358 1 229 4° 42 |565| 361 1 195,5°
21 |537| 372 1 172,0° 43 |562| 395 1 168,5°
22 |547| 386 1 162,5° 44 | 549 | 363 1 189,4°
23 |589| 436 1 146,8° 45 |546| 359 1 137,2°
24 |560| 345 1 inc. 46 |588| 409 1 215,6°
25 |597| 395 1 : 49 |570| 409 1 i
26 |558| 386 1 178,3° 50 | 544 | 434 1 inc.
27 |540| 422 1 204,7° 51 |562| 448 1 :
28 | 561 | 436 1 : 52 |580| 462 1 inc.
E:md; Re | (veH) | 'O E (E.’é') '(:,l;ndpe. Re | (weH) | 'OPEy ('Zg')
53 |6,00| 435 1 154,4° 74 | 447 | 419 4 215,4°
54 |516| 370 1 187,3% 75 | 459 | 451 4 223 9
55 | 495| 372 1 222 2° 76 | 454 | 433 4 183,0°
55 | 495| 372 1 222,20° 77 | 469 | 449 4 inc.
56 | 559 | 398 1 inc. 78 | 460 | 433 4 206,2°
57 |548| 412 1 201,3° 79 | 466 | 447 4 inc.
58 |589| 371 1 inc. 80 |4,62| 463 4 153,2°
59 |569| 373 1 144,6° 81 |469| 465 4 169,2°
60 |567| 420 1 124,6° 82 |442| 411 4 i
61 |473| 373 1 204,0° 83 | 437 | 411 4 141,6-143,2°
62 |538| 374 1 : 84 |451| 429 4 :
63 |579| 436 1 inc. 85 |598| 406 1 160,8°
64 |598| 424 1 inc. 8 |501| 388 1 178,5°
65 |563| 388 1 inc. 87 |522| 402 1 178,2°
66 |570| 388 1 inc. 88 |512| 416 2 212,8°
67 |605| 438 1 inc. 89 |515| 402 1 inc.
68 | 626 | 452 1 inc. 9 |552| 430 1 inc.
69 |633| 438 1 inc. 91 |536| 416 1 inc.
70 |516| 416 1 ; 92 |[341] 402 4 166,7°
71 |556| 389 1 inc. 93 |541| 416 1 186,9°
72 | 424 | 383 189,5-194,0° 94 |557| 430 1 184,12
73 |418| 383 169,9-177,3° 95 | 567 | 442 1 215,3°
E:md; Re | (weH)y | 'O E (Qé') '(:,l;ndpe. Re | (veH) | 'O E ('Zg')
9% |557| 460 1 ; 18 |1.21| 375 6 134,50°
97 |453| 445 4 171,7-171,8° 119 |538| 400 1 141,04°
98 | 477 | 459 inc. 120 | 089 | 390 7 195,27°
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99 |591 | 451 1 inc. 121 | 5,39 | 407 2

100 | 5,68 | 410 1 170,47° 122 | 1,16 | 387 6 121,22%
101 | 6,07 | 435 1 107,39% 123 | 1,06 | 382 6

102 | 5,74 | 401 1 - 124 | 1,11 | 402 6

103 125 | 1,11 | 390 6 199,35%
104 | 1,16 | 446 6 126 | 1,08 | 414 6

105 | 0,97 | 434 7 205,98 127 10,97 | 390 6 246,52°
106 | 4,82 | 404 2 128 | 1,17 | 390 6 237,19
107 | 1,04 | 376 6 129 | 1,06 | 420 6 207,142
108 | 1,07 | 400 6 130 | 1,1 416 6 221,70°
109 | 1,16 | 376 6 254,38° 131 | 1,23 | 460 6 135,65
110 | 0,91 | 413 8 181,75° 132 | 1,16 | 426 6

111 [ 1,09 | 370 6 161,212 133 | 0,97 | 392 6

112 | 53 432 9 179,89° 134 | 585 | 377 9 137,312
113 | 552 | 421 2 135 | 1,08 | 406 6

114 | 0,96 | 422 7 202,842 136 | 5,79 | 387 9 61,47°
115 | 1,03 | 455 5 137 | 1,09 | 388 6 189,67°
116 | 1,13 | 402 6 138 | 0,97 | 460 7 165,572
117 | 0,96 | 404 7 177,05° 139 | 1,12 | 434 6 190,69*

Ec}indpe. Ao | eH)” | ool (g'cf:') ?;ndp? Re | eH)” | oo ('2'(‘;')

140 | 10,1 | 448 7 162 | 1,19 | 474 6 172,36%
141 | 0,93 | 388 7 208,22° 163 | 0,97 | 396 8

142 | 1,2 404 6 171,372 164 | 1,3 416 6 172,96
143 | 1,17 | 448 6 122,332 165 | 1,13 | 448 6

144 | 1,16 | 444 6 192,532 166 | 1,14 | 404 6 163,912
145 | 0,99 | 442 6 167 | 1,04 | 404 6 232,72°
146 | 1,06 | 384 6 168 | 1,27 | 416 6 220,32°
147 | 1,12 | 446 6 25,312 169 | 0,94 | 414 7 183,72°
148 | 1,00 | 404 6 180,32° 170 | 1,19 | 414 6

149 | 1,2 414 6 171 10,99 | 412 7 217,50°
150 | 1,08 | 430 6 204,55 172 | 1,06 | 416 6 245,412
151 | 0,87 | 386 7 202,29 173 | 1,06 | 416 6

152 | 1,09 | 436 6 192,62° 174 | 1,07 | 462 7 185,712
153 | 1,17 | 430 6 208,38 175 | 1,07 | 428 7 178,25%
154 | 0,94 | 402 7 182,512 176 | 0,95 | 366 6

155 | 0,95 | 418 7 189,112 177 | 5,06 | 386 9 175,312
156 | 1,02 | 416 6 196,82° 178 | 1,12 | 432 6 127,92*
157 | 1,07 | 444 6 165,612 179 | 1,16 | 430 6 243,37%
158 | 1,16 | 456 6 180 | 1,20 | 460 6 191,68°
159 | 1,1 448 6 181 | 1,16 | 434 6 177,282
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160 | 095| 398 6 214,03° 182 | 1,12 430 6 196,65
161 | 1,09| 450 6 171,55° 183 | 592 | 421 9 121,6°
N.2 de + Método p.f. N.% de + Método p.f.
comp. | T | M7 e clEM (°C) comp. | T | M e GlEM (°C)
184 | 097 | 389 8 185 | 1,16 | 357 6

D. EJEMPLOS FARMACOLOGICOS

Ejemplo D.1: Obtencién de imagenes de flujo de Ca** (FDSS) (protocolo B)

Materiales
a) Tampédn de ensayo

Solucién salina tamponada de Hank (HBSS, Invitrogen, Bélgica), complementada con HEPES 10 mM (Invitrogen,
Bélgica), CaCl» hasta una concentracion final de 5 mM, albimina sérica bovina al 0,1% (Sigma-Aldrich NV, Bélgica).

b) Colorante sensible a calcio, Fluo-4AM

Se disolvié Fluo-4AM (Molecular Probes, EE.UU.) en DMSO que contenia acido Pluronic al 10% (Molecular Probes,
EE.UU.) para dar una disolucién madre que se diluyé en tamp6n de ensayo complementado con probenecid 5 mM
(Sigma-Aldrich NV, Bélgica) para dar una concentracién final de 2 uM.

c) placas de 384 pocillos

Placas de color negro/transparentes de 384 pocillos recubiertas previamente con PDL (Coming, Incorporated,
EE.UU.)

d) Medicion del flujo de calcio

Se uso6 un sistema de seleccion de farmacos funcionales (FDSS, Hamamatsu) para medir sefiales de flujo de calcio
libre intracelular

Meétodo

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

Se detectd la actividad MAP a tiempo real aplicando los compuestos que iban a someterse a prueba a las células
cargadas junto con un agonista de receptores nicotinicos a7 durante la monitorizacioén constante de la fluorescencia
celular en un sistema FDSS. Se consider6 que los compuestos que proporcionaban respuestas de fluorescencia
maxima mayores que la respuesta debida a agonista solo, eran de MAP de a7-nAChR. En una realizacion particular,
el agonista de receptores nicotinicos o7 era colina, una realizacibn mas particular colina aplicada a una
concentracién inferior a la maxima de 100 uM. En una practica adicional de la presente invencién, se aplicaron los
compuestos que iban a someterse a prueba antes que el agonista de receptores nicotinicos a7, en una realizacién
particular hasta 10 minutos antes que el agonista.

Se calculé una respuesta control a colina en cada placa a partir de la diferencia en el maximo de fluorescencia en
pocillos que recibieron o bien colina o bien tampén de ensayo solo. Se sometieron a prueba los compuestos de la
presente invencion en un intervalo de concentracion de desde 0,1 uM hasta 30 uM. Se consider6 que los
compuestos tenian una actividad interesante cuando potenciaban la sefal de colina en al menos el 200% cuando se
sometieron a prueba a una concentracion de 30 uM (se defini6 la eficacia de colina 100 uM como el 100% en
ausencia de un MAP). Se determiné una CEsg (0 pCEsp) como una concentracion relacionada con la mitad del efecto
maximo, cuando se obtuvo una curva sigmoidea clara. Se defini6 la CEsy (0 pCEsy) como menor que la
concentraciébn maxima en caso de que la actividad del compuesto no alcanzase una meseta superior a la
concentracién maxima (indicada en la tabla 8 como “< 5”).

Los compuestos también tienen un efecto de potenciaciéon sobre la respuesta a colina cuando se mide mediante

electrofisiologia de fijacion de voltaje de célula completa en células GH4C1 que sobreexpresan de manera estable el
receptor a7 de tipo natural humano.
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Ejemplo D.2: Registro de corriente de fijacién de voltaje

El registro de fijacién de voltaje de células de mamifero ha proporcionado un potente medio de evaluacion de la
funcion de proteinas unidas a membrana que se creia que eran subunidades de canales i6nicos regulados por
ligandos. La activacion de tales proteinas por ligandos enddgenos o exdgenos provoca la apertura de un poro
asociado con el receptor a través del que fluyen iones segun su gradiente electroquimico. En el caso de la linea
celular recombinante GH4C1 que expresa ha7-wt nAChR, la permeabilidad preferente para calcio de este receptor
significa que fluye calcio al interior de la célula tras la activacién por ACh, colina y otros ligandos nicotinicos, lo que
da lugar a una corriente de calcio. Puesto que este receptor se desensibiliza rapidamente en presencia del agonista,
es importante que se use un sistema de aplicacion que pueda cambiar muy rapido las disoluciones (< 100 ms) para
impedir la desensibilizacion parcial o completa de respuestas de receptor coincidentes con el momento de aplicacion
del agonista. Por consiguiente, una segunda técnica conveniente para evaluar la potenciacion de la eficacia
nicotinica es el registro de fijacién de voltaje de células GH4C1 que sobreexpresan ha7-wt nAChR acopladas con un
sistema de aplicacion rapida.

Materiales
a) Tampones de ensayo

La disolucion de registro externa consistia en NaCl 152 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, calcio 1 mM, HEPES 10 mM;
pH 7,3. La disolucion de registro interna consistia en CsCl 140 mM, HEPES 10 mM, EGTA 10 mM, MgCl> 1 mM, pH
7,3.

b) Se llevd a cabo el registro de fijacion de voltaje usando un amplificador de fijaciéon de voltaje (Multiclamp 700A,
Axon Instruments, CA, EE.UU.). Se sometieron a fijacién de voltaje células GH4C1 que expresan ha7-wt nAChR en
la configuracién de célula completa (Hamill et al, 1981) con un electrodo de vidrio de borosilicato de resistencia de la
punta de 1,5-3 MQ cuando se llena con la disoluciéon de registro interna. Se realizaron registros en células con
resistencia de membrana >500 MQ y mas preferiblemente de 1 GQ y resistencia en serie < 15 MQ con una
compensacion de la resistencia en serie de al menos el 60%. Se fijé el potencial de membrana a -70 mV.

¢) Se adquirieron los agonistas ACh, colina, de Sigma-Aldrich NV, Bélgica.
d) Aplicacion de compuesto

Se usé un sistema microfluidico Dynaflow DF-16 de 16 canales (Cellectricon, Suecia) para el cambio rapido de las
disoluciones (tiempo de resolucién de cambio <100 ms) para aplicar los compuestos control, agonistas y MAP a
células GH4C1 que expresan ha7-wt nAChR.

Meétodo

Se sembraron en placa células GH4C1 que expresan ha7-wt nAChR en disolucion de registro externa en la camara
de perfusién de Dynaflow y se permiti6 que sedimentaran durante hasta 20 minutos. Se sometieron células
individuales a fijacién de voltaje de célula completa, y se desprendieron cuidadosamente del fondo de la camara con
la pipeta de fijacion de voltaje en una corriente de perfusién que fluia constantemente (12 ul/min) de disolucion de
registro externa. Se detectdé la actividad MAP a tiempo real aplicando previamente los compuestos que iban a
someterse a prueba a las células cargadas seguido por un agonista de receptores nicotinicos o7 durante la
monitorizacién constante de la corriente de membrana celular. Se consider6 que los compuestos que
proporcionaban respuestas de corriente mayores que la respuesta debida al agonista solo, eran de MAP de a7-
nAChR. En una realizacién particular, se activo el agonista de receptores nicotinicos a7 por un agonista nicotinico no
selectivo, en una realizaciébn mas particular el agonista era colina, y una realizacién incluso mas particular colina
aplicada a una concentracion inferior a la maxima de 1 mM. En una préctica adicional de la presente invencion, se
aplicaron los compuestos que iban a someterse a prueba antes que el agonista de receptores nicotinicos a7, en una
realizacién mas particular hasta 30 segundos antes que el agonista e incluso mas particularmente 5 segundos antes
que el agonista. Se calcul6 una respuesta control a partir del area bajo la curva de la corriente provocada en cada
célula con respecto a una aplicacién de colina inferior a la maxima durante 250 ms. El area bajo la curva es la
integracién de corriente neta a lo largo del tiempo y es una representacién comun del flujo idnico total a través del
canal. Se calcularon los aumentos en la eficacia como agonista provocados por un modulador alostérico positivo
como el porcentaje de la potenciacion del “area bajo la curva” (AUC) de la respuesta de agonista. Una potenciacién
mayor que el AUC control provocada por compuestos de la invencién indica que se espera que tengan una actividad
terapéutica util. Se estimaron los valores de CEsg (potencia), el efecto maximo (% de eficacia) y las pendientes de
Hill mediante el ajuste de los datos a la ecuacion logistica usando GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA).

Tabla 8: Potencia (pCEso) y % de eficacia para varios compuestos.
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Los valores de pCEso y % de eficacia son los del ensayo de Ca®* como se describié en D.1. Se obtiene el tipo de
MAP a partir del registro de corriente de fijacién de voltaje como se describié aqui anteriormente).

N.2 de co. pCE50 % de eficacia Tipo de MAP
6 5,94 2403 2
7 6,71 2900 2
8 6,02 1000 1
9 5,99 2200 4
10 6,61 4995
11 6,84 4194
12 6,18 2220 0
13 <5 967 a 30 uM
14 5,29 1100
15 <5 832230 uM
16 <5 1288 a2 30 um
17 <5 1484 a 30 uM
18 <5 592 a 30 uM
19 5,37 2400 2
20 <5 5091 a 30 uM
21 5,91 3000 3
22 5,61 1900 2
23 6,20 2300 2
24 5,67 300
25 6,03 500
26 5,56 800
27 5,94 3400
28 6,11 1400 4
29 5,95 500
30 <5 1748 2 30 uM
31 5,57 1500
32 5,37 2400 2
33 5,75 1500
34 5,47 1800
35 5,61 2500 2
36 5,72 2200 2
37 6,00 2500
38 6,24 1500 2
39 6,11 1500
40 6,00 3000 2
41 6,41 1400
42 5,95 200
43 5,84 700 1

50




ES 2525132713

44 5,91 400
45 5,91 800 1
46 6,05 1034 0
47 6,36 3449

48

49 5,74 500

50 5,21 496

51 5,48 1746 2
52 6,04 5054

53 5,97 482 0
54 6,01 1651 2
55 5,77 3552 2
56 6,28 3001 2
57 6,68 3232 2
58 6,12 1479 1
59 6,21 1167 1
60 6,30 1100

61 <5 1191 a 30 uM

62 5,88 1200 1
63 5,40 700

64 5,85 500

65 6,24 1000 2
66 <5 2791 a 30 uM

67 5,86 800

68 6,14 1300 0
69 6,10 400

70 5,87 4600 3
71 5,86 700 1
72 6,19 3800 2
73 6,36 3800 3
74 6,60 2400 2
75 6,66 2500

76 6,46 3100 4
77 6,38 3300

78 6,52 3500

79 6,66 2900

80 6,69 3300

81 6,67 3300

82 6,87 1600

83 6,93 2000

84 7,29 2000
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85 5,96 400 0
86 5,64 2200 3
87 6,06 2700 3
88 6,51

89 <5 2156 a 30 uM

90 6,04 2300 4
91 5,58 1400 2
92 5,73 3700 2
93 6,00 3700 2
94 6,62 2200 2
95 6,63 1100 2
96 6,74 1700 3
97 5,95 3100

98 6,49 2800

99 6,02 3446

100 6,47 3076 2
101 6,82 1421

102 7,11 6268 4
103 6,61 4995 2
104 5,567 1101 3
105 5,5 1474

106 5,71 1935 2
107 5,73 907 2
108 5,73 2523 2
109 5,75 559

110 5,75 1355 2
111 5,77 1893 2
112 5,82 3938 4
113 5,88 1081

114 5,94 1034

115 5,9 516

116 5,91 596

117 5,83 835

118 5,93 633

119 5,96 2560 2
120 5,94 969

121 5,97 1112 2
122 5,99 2548 1
123 6 1608 2
124 6,01 1653 1
125 6,03 972 2
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126 6,04 2506 2
127 5,99 616
128 6,07 643 2
129 6,03 726
130 6,09 632 2
131 6,09 2113 2
132 6,1 3602 2
133 6,11 409
134 6,11 1175 1
135 6,12 1047 1
136 6,19 1486 1
137 6,2 946 2
138 6,21 686
139 6,19 710
140 6,00 1043 2
141 6,25 519
142 6,21 816
143 6,24 2678 4
144 6,36 444
145 6,32 736 2
146 6,35 1451 2
147 6,22 643
148 6,33 1054
149 6,36 1587 4
150 6,28 568
151 6,26 749 2
152 6,33 856 2
153 6,38 737 2
154 6,28 901 2
155 6,26 576 2
156 6,42 975
157 6,44 503 2
158 6,44 509 1
159 6,34 842
160 6,28 927
161 6,62 737
162 6,36 750
163 6,49 1436 2
164 6,51 482 2
165 6,44 738 1
166 6,53 856 2
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167 6,58 762

168 6,58 778

169 6,52 577

170 6,73 783

171 6,83 507

172 6,73 393

173 6,87 401

174 6,66 651

175 6,9 462

176 420 a 30 uM
177 2054 a 30uM
178 6,26 627

179 6,94 793

180 6,43 768

181 4093 a 30 uM
182 6,74 1242
183 6,1 1819
184 5,94 721

185 5,8 1286
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto segun la férmula (l)

Z

\

N—1unN

AL \ T__Q 0)

H

o una forma estereoquimicamente isomérica del mismo, en la que:

Z es alquilo Cy.6 sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste
en hidroxilo, R'R®N-C(=0)-, R*0-C(=0)- y halo;

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es fenilo, piridinilo o benzodioxanilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno, dos o mas sustituyentes
seleccionados independientemente del grupo que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.s, alquil C1.6-O-, alquil C1.6-S-,
polihaloalquilo C+.6, polihaloalquil C1.6-O-, mono- y di(alquil Ci.s)amino, pirrolidinilo, piperidinilo, morfolinilo, CH3O-
alquil C1.6-NH-, HO-alquil C1.s-NH-, cicloalquilo Cs.s, cicloalquil Cs.s-NH-, cicloalquil Cs.s-alquil C1.6-NH-, alquil C1.6-O-
alquil C1.6-, metoxicarbonilo y cicloalquil Cs.6-O-alquil C1-6-;

R’ y =% representan cada uno independientemente hidrogeno, alquilo C+., cicloalquilo Cs., alquil C1.6-O-alquilo C1.6
o cicloalquil Cs.s-alquilo Ci.6; 0

R' y R? tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un radical heterociclico seleccionado
del grupo que consiste en pirrolidinilo, piperidinilo y morfolinilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno, dos o
tres sustituyentes cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en halo, hidroxilo y alquilo C+-
65

R® es hidrégeno o alquilo C13; 0 una sal de adicién farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del
mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

Z es alquilo C1.4 sustituido con hidroxilo o R'R®N-C(=0)-;

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es fenilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo y metoxilo; piridinilo
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, metilo, alquil C1.2-amino,

alquiloxi C1-2-carbonilo y alquiloxi C4-2-alquilo C1.2; 0 benzodioxanilo;

R' y R? representan cada uno independientemente hidrégeno, metilo, etilo, ciclopropilo o ciclopropilmetilo; o
cicloalquil Cs-alquilo C+-3; 0 una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

L es piridinilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, metilo, alquil C+.2-
amino, alquiloxi C1z-carbonilo y alquiloxi C1-2-alquilo C1.2; 0 benzodioxanilo;

R’ y R? representan cada uno independientemente hidrégeno, metilo, etilo, ciclopropilo, ciclobutilo o ciclopropilmetilo;
o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

Z es (2S)-2-hidroxipropilo, (2S)-2-hidroxibutilo, (CHz)2N-C(=0)-CHa-CHz-, CHsNH-C(=0)-CHy-, CzHsNH-C(=0)-CHa-,
¢.CsHsNH-C(=0)-CHz-, ¢.CsHs-CHa-NH-C(=0)-CHz- 0 ¢.C4H/NH-C(=0)-CH-,

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;
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L es 4-piridinilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en cloro, metilo,
metilamino, etilamino, dimetilamino, metoxicarbonilo y metoximetilo;

o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.
5. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

Z es (2S)-2-hidroxipropilo, (2S)-2-hidroxibutilo, (CHz)2N-C(=0)-CHa-CHz-, CHsNH-C(=0)-CHa-, CzHsNH-C(=0)-CHa-,
¢.CsHsNH-C(=0)-CHz-, ¢.CsHs-CHa-NH-C(=0)-CHz- 0 ¢.C4H/NH-C(=0)-CH-,

Q es 2,2-difluorobenzodioxol-5-ilo;

L es 4-metoxifenilo o benzodioxanilo;

o una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, o un hidrato o un solvato del mismo.

6. Uso de un compuesto para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de trastornos
psicéticos, trastornos de deterioro intelectual o enfermedades inflamatorias, en el que el compuesto es un

compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y como principio activo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Proceso de preparaciéon de una composicién segun la reivindicacién 7, caracterizado porque un portador
farmacéuticamente aceptable se mezcla de manera intima con una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Compuesto segun la reivindicacion 1, para su uso como medicamento.

10. Producto que comprende:

(a) un compuesto de férmula (l) segun la reivindicacion 1, y

(b) un agonista de receptores nicotinicos a7 seleccionado de monoclorhidrato de éster 4-bromofenilico del &cido 1,4-
diazabiciclo[3.2.2]nonano-4-carboxilico (SSR180711A);

(-)-espiro[1-azabiciclo[2.2.2.]octano-3,5’-0xazolidin]-2’-ona; diclorhidrato de 3-[(2,4-dimetoxi)benciliden]-anabaseina
(GTS-21); [clorhidrato de N-[(3R)-1-azabiciclo[2.2.2]oct-3-il]-4-clorobenzamida] PNU-282987; nicotina; vareniclina;
MEMB3454; AZD-0328 y MEM63908, como preparacion combinada para el uso simultaneo, independiente o
secuencial en la prevencién o el tratamiento de enfermedades en las que es beneficiosa la modulacién del receptor
nicotinico a7.
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