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DESCRIPCION
Inhibidores de notum pectinacetilesterasa y métodos para su uso

1. Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a inhibidores de molécula pequefia de la notum pectinacetilesterasa, composiciones que
los comprenden y métodos de su uso.

2. Antecedentes de la invencién

La salud 6sea depende de las actividades coordinadas de los osteoblastos formadores de hueso y de los
osteoclastos responsables de la resorcién ésea. "El recambio 6seo refleja un equilibrio entre estas funciones
celulares anabdlicas y catabdlicas y garantiza que el esqueleto maduro puede repararse a si mismo cuando esta
dafiado y mantener su funcién endocrina gracias a la liberacion de minerales tales como calcio y fésforo en la
circulacion”. Allen, J. G. et al., J. Med.Chem., 53 (10 de junio de 2010), pp.4332 - 4353, 4332. Muchos estados
patolégicos alteran este equilibrio, lo que resulta en un aumento o disminucién de la masa 6sea o cambios en la
calidad del hueso. La pérdida gradual de la densidad mineral 6sea se conoce como osteopenia; la pérdida 6sea
severa se conoce como osteoporosis. 1d.

El tratamiento de referencia actual para el tratamiento y prevencién de la osteoporosis utiliza la clase de los
bisfosfonatos de agentes antireabsorcion orales de tipo molécula pequefia. Id en 4333. Generalmente también se
utiliza acido zoledrénico, raloxifeno, calcio y suplementos de vitamina D en el tratamiento de la osteoporosis. Id.
Mientras que los agentes antireabsorcion pueden ayudar a prevenir la pérdida 6sea, los agentes anabdlicos "son
capaces de aumentar la masa 6sea en un mayor grado... y también tienen la capacidad de mejorar la calidad del
hueso y aumentar la resistencia 6sea". Guo, H., et al., J. Med. Chem., 53 (25 de febrero de 2010), pp.1819 — 1829,
1819. En los Estados Unidos, la PTH humana es el Gnico agente anabdlico aprobado por la FDA. Id.; Allen en 4333.
"Debido a la escasez de agentes anabdlicos disponibles para el tratamiento de la osteoporosis, hay una necesidad
urgente de desarrollar pequefios compuestos moleculares para el tratamiento de esta enfermedad que no sean
toxicos, sean rentables y faciles de administrar". Guo en 1819.

"Aunque el desarrollo de agentes farmacolégicos que estimulan la formacion de hueso estd menos avanzado en
comparacion con las terapias antirreabsorcion, se conocen varias vias para facilitar la funcién de los osteoblastos".
Allen en 4338. Estas vias incluyen proteinas morfogénicas Oseas, el factor de crecimiento § transformante, la
hormona paratiroidea, el factor de crecimiento similar a la insulina, el factor de crecimiento de fibroblastos y la via de
sefializacion del sitio de integracién en MMTV de tipo sin alas (WNT). Id. Guo y colaboradores han publicado
recientemente los resultados relativos a la primera de estas vias. Guo, supra. En particular, describieron que ciertos
compuestos de benzotiofeno y benzofurano sustituidos mejoran la expresion de la proteina morfogenética 6sea 2 en
ratones y ratas. Supuestamente, dos de los compuestos estimulan la formaciéon 6sea y la restauracion de la
conectividad trabecular in vivo. Id. en 1819.

Otra de estas vias es la via WNT, la cual esta implicada en una variedad de procesos de desarrollo y regenerativos.
Allen en 4340. Sin embargo, la via es compleja y gran parte de ella, asi como la forma en la que sus componentes
afectan al hueso no esta aclarada. Por ejemplo, se ha sugerido que LRP-5, cuyas mutaciones estan asociadas con
un aumento de la masa 6sea en los seres humanos y la B-catenina, a través de la cual se produce la sefializacion
canonica de WNT "no pueden estar asociadas directamente a través de la sefializacion de WNT al control de la
masa 6sea". Id.

Un andlisis reciente de los datos de expresion génica ha conducido a la identificacion de nuevas dianas de
sefializacion WNT. Véase, por ejemplo, Torisu, Y., et al, Cancer Sci., 99(6):1139-1146, 1143(2008). Una de tales
dianas es la notum pectinacetilesterasa, también conocida como NOTUM y LOC174111.

3. Sumario de la invencion

Esta invencion abarca compuestos de la formula:

OTX
SO Ry
YR
RZJ\Q g

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que: X es ORiz 0 N(Ris)2; cada Ris es
independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; R2 es
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hidrégeno, halo, -CO2Rz2a, -C(O)N(R2a)2, -SR2a, -OR2a, -N(Rza)2 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; cada Rza es independientemente hidrogeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; Rz es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(R3a)2, -SR3a, -ORza, -N(Rza)2 0 alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -
ORsa, -N(Rsa)2 o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es
independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; y

nes 1 o 2; en el que "opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi,
alquilo, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o
hidroxilo.

La invencion también abarca compuestos de la férmula:

joust

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que: X es ORis 0 N(Rig); cada Ris es
independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; R2 es
hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(Rza)2, -SR2a, -OR2a, -N(Rz2a)2 o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; cada Rza es independientemente hidrogeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(R3a)2, -SR3a, -ORsza, -N(R3a)2 0 alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; R4 es hidrégeno, halo o alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -ORsa, -N(Rsa)2 0
alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o
alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; y n es 1 o 2; en el que "opcionalmente
sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino (incluyendo alquilamino,
dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo, o hidroxilo.

Esta invencion abarca composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos divulgados en la presente
memoria.

La invencion también abarca compuestos de:

X

R
5 R,
YR
RZJI\QS ’

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, para uso como un medicamento para el tratamiento o
manejo de una enfermedad o trastorno caracterizado por la pérdida 6sea, en la que: X es OR1g 0 N(R1g)2; cada Ris
es independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; Rz es
hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(Rza)2, -SR2a, -OR2a, -N(Rz2a)2 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; cada Rza es independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; Rz es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(R3a)2, -SR3a, -ORza, -N(Rza)2 0 alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -
ORsa, -N(Rsa)2 o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos, y cada Rsa es
independientemente hidrogeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; en el que
"opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o0 mas de alcoxi, alquilo, amino (incluyendo
alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o hidroxilo.

4. Breve descripcion de las figuras

Determinados aspectos de la invencion pueden ser entendidos con referencia a las figuras adjuntas.

La Figura 1 proporciona una representacion grafica de las diferencias entre los espesores corticales de varios
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sitios 0seos en ratones knockout homocigotos para el gen NOTUM ("HOM") y los de sus compafieros de
camada de tipo natural ("WT").

La Figura 2 proporciona una representacion grafica de un aumento de los espesores de hueso cortical
observados en ratones knockout tanto homocigotos como heterocigotos ("HET") para el gen NOTUM, en
comparacioén con sus compafieros de camada de tipo natural.

La Figura 3 proporciona una representacion grafica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia
a la fractura del fémur y de compresion de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones macho
knockout homocigotos y heterocigotos para el gen NOTUM y sus compafieros de camada de tipo natural.

La Figura 4 proporciona una representacion grafica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia
a la fractura del fémur y de compresion de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones hembra
knockout homocigotos y heterocigotos para el gen NOTUM y sus compafieros de camada de tipo natural.

La Figura 5 proporciona una representacion grafica de las mediciones de los espesores corticales en la
diafisis media del fémur obtenidas después de 25 dias de administracion a ratones hibridos machos F1 (129 x
C57) DE 1 mg/kg, 8 mg/kg y 24 mg/kg del inhibidor de NOTUM acido 2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-
il)tio)acético.

La Figura 6 proporciona una representacion grafica de las mediciones de los espesores corticales en la
diafisis media del fémur obtenidas después de cinco semanas de administracion a ratas Fischer 344
ovariectomizadas de acido 2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético, en la que "CONTROL
SIMULADOQ" se refiere a las ratas que no fueron ovariectomizadas y a las que no se administré el compuesto;
"SIMULADO MAS COMPUESTO" se refiere a las ratas que no fueron ovariectomizadas pero a las que se les
administré el compuesto; "CONTROL OVX" se refiere a las ratas que fueron ovariectomizadas pero a las que
no se administr6 el compuesto y "OVX MAS COMPUESTO" se refiere a las ratas que fueron
ovariectomizadas y a las que se les administr6é el compuesto.

La Figura 7 proporciona una representacion grafica de las mediciones de los espesores corticales en la
diafisis media de la tibia obtenidas del mismo experimento asociado con la Figura 6.

La Figura 8 proporciona una representacion grafica de las mediciones de los espesores corticales en la
diafisis media del fémur obtenidas después de 25 dias de administracion a ratones hibridos machos F1 (129 x
C57) de 3 mg/kg, 10 mg/kg y 30 mg/kg del inhibidor de NOTUM acido 2-((6-cloro-7-ciclopropiltieno[3,2-
d]pirimidin-4-iljtio)acético.

La Figura 9 proporciona una representacion grafica de las mediciones de los espesores corticales en la
diafisis media del fémur obtenidas después de siete y 18 dias de administracién a ratones hibridos machos
F1 (129 x C57) de 34 mg/kg del inhibidor de NOTUM acido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)
tio)acético).

5. Descripcién detallada de la invencién

Esta invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la inhibicion de NOTUM puede afectar a la formacion
de hueso endocortical. Aspectos particulares de la invenciéon se basan en estudios de ratones que carecen de un
gen funcional NOTUM (“ratones knockout"), en el descubrimiento de compuestos que inhiben NOTUM y en el
descubrimiento de que tales compuestos pueden ser utilizados para estimular la formaciéon de hueso cortical en
ratones y ratas.

5.1. Definiciones

A menos que se indique lo contrario, el término "alquenilo” significa un hidrocarburo de cadena lineal, ramificada y/o
ciclico que tiene de 2 a 20 (por ejemplo, de 2 a 10 o de 2 a 6) atomos de carbono y que incluye al menos un doble
enlace carbono-carbono. Restos alquenilo representativos incluyen vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, 1-
pentenilo, 2-pentenilo, 3-metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-butenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo,
1-heptenilo, 2-heptenilo, 3-heptenilo, 1-octenilo, 2-octenilo, 3-octenilo, 1-nonenilo, 2-nonenilo, 3-nonenilo, 1-decenilo,
2-decenilo y 3-decenilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "alcoxi" significa un grupo -O-alquilo. Los ejemplos de grupos alcoxi
incluyen, pero no se limitan a, -OCHs, -OCH2CHgs, -O (CH2)2CHs, -O(CH2)3CHs, -O(CH2)4CHz y -O(CH2)sCHs.

A menos que se indique lo contrario, el término "alquilo” significa un hidrocarburo de cadena lineal, ramificada y/o
ciclico ("cicloalquilo"). Restos alquilo no ciclicos pueden tener de 1 a 20 (por ejemplo, de 1 a 10 o de 1 a 4) atomos
de carbono; restos alquilo ciclicos pueden tener 3-20 (por ejemplo, 3-10 o 3-6) atomos de carbono. Los restos alquilo
que tienen de 1 a 4 carbonos se denominan "alquilo inferior". Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero no se
limitan a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, isohexilo, heptilo, 4,4-
dimetilpentilo, octilo, 2,2,4-trimetilpentilo, nonilo, decilo, undecilo y dodecilo. Los restos cicloalquilo pueden ser
monaociclicos o multiciclicos y los ejemplos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y adamantilo. Los
ejemplos adicionales de restos alquilo tienen porciones lineales, ramificadas y/o ciclicas (por ejemplo, 1-etil-4-metil-
ciclohexilo). El término "alquilo” incluye hidrocarburos saturados, asi como restos alquenilo y alquinilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "alquilarilo” o "alquil-arilo” significa un resto alquilo unido a un resto
arilo.
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A menos que se indique lo contrario, el término "alquilheteroarilo" o "alquil-heteroarilo” significa un resto alquilo unido
a un resto heteroarilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "alquilheterociclo" o "alquil-heterociclo” significa un resto alquilo
unido a un resto heterociclo.

A menos que se indique lo contrario, el término "alquinilo” significa una hidrocarburo de cadena lineal, ramificada o
ciclico que tiene de 2 a 20 (por ejemplo, de 2 a 20 o de 2 a 6) atomos de carbono e incluye al menos un triple enlace
carbono-carbono. Alquinilos representativos incluyen acetilenilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-
pentinilo, 3-metil-1-butinilo, 4-pentinilo, 1-hexinilo, 2-hexinilo, 5-hexinilo, 1-heptinilo, 2-heptinilo, 6-heptinilo, 1-octinilo,
2-octinilo, 7-octinilo, 1-noninilo, 2-noninilo, 8-noninilo, 1-decinilo, 2-decinilo y 9-decinilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "arilo" significa un anillo aromatico o un sistema de anillo aromatico o
parcialmente aromatico compuesto de atomos de carbono e hidrégeno. Un resto arilo puede comprender mdltiples
anillos unidos o condensados. Ejemplos de restos arilo incluyen, pero no se limitan a, antracenilo, azulenilo, bifenilo,
fluorenilo, indano, indenilo, nattilo, fenantrenilo, fenilo y 1,2,3,4-tetrahidro-naftaleno.

A menos que se indique lo contrario, el término "arilalquilo” o "alquil-arilo" significa un resto arilo unido a un radical
alquilo.

A menos que se indigue lo contrario, los términos "halégeno" y "halo" abarcan flGor, cloro, bromo y yodo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heteroalquilo” se refiere a un resto alquilo (lineal, ramificado o
ciclico) en el que al menos uno de sus atomos de carbono ha sido reemplazado con un heteroatomo (por ejemplo,
N,00S).

A menos que se indique lo contrario, el término "heteroalquilarilo” o "heteroalquilo-arilo" se refiere a un resto
heteroalquilo unido a un resto alquilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heteroalquilheterociclo" o "hetero-alquilheterociclo” se refiere a un
resto heteroalquilo unido al resto heterociclo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heteroarilo" significa un resto arilo en el que al menos uno de sus
atomos de carbono ha sido reemplazado con un heteroatomo (por ejemplo, N, O o S). Ejemplos incluyen, pero no se
limitan a, acridinilo, bencimidazolilo, benzofuranilo, benzoisotiazolilo, benzoisoxazolilo, benzoquinazolinilo,
benzotiazolilo, benzoxazolilo, furilo, imidazolilo, indolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo, oxazolilo, ftalazinilo,
pirazinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridilo, pirimidinilo, pirimidilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, tetrazolilo, tiazolilo y
triazinilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heteroarilalquilo” o "heteroaril-alquilo” significa un resto heteroarilo
unido a un resto alquilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heterociclo" se refiere a un anillo o sistema de anillo monociclico o
policiclico, aromatico, parcialmente aromatico o no aromatico compuesto de carbono, hidrégeno y al menos un
heteroatomo (por ejemplo, N, O o S). Un heterociclo puede comprender multiples (es decir, dos o mas) anillos
condensados o unidos. Los heterociclos incluyen heteroarilos. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
benzo[1,3]dioxolilo, 2,3-dihidro-benzo[1,4]dioxinilo, cinolinilo, furanilo, hidantoinilo, morfolinilo, oxetanilo, oxiranilo,
piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropiridinilo,
tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo y valerolactamilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heterocicloalquilo” o "heterociclo-alquilo" se refiere a un resto
heterociclo unido a un resto alquilo.

A menos que se indique lo contrario, el término "heterocicloalquilo” se refiere a un heterociclo no aromatico.

A menos que se indique lo contrario, el término "heterocicloalquilalquilo” o "heterocicloalquil-alquilo” se refiere a un
resto heterocicloalquilo unido a un resto alquilo.

A menos que se indique lo contrario, los términos "manejar” y "manejo" abarcan la prevencion de la recurrencia de la
enfermedad o trastorno especificado en un paciente que ya ha sufrido la enfermedad o trastorno y/o alargan el
tiempo que un paciente que ha sufrido la enfermedad o trastorno permanece en remision. Los términos abarcan la
modulacion del umbral, el desarrollo y/o duracién de la enfermedad o trastorno o el cambio de la forma en que un
paciente responde a la enfermedad o trastorno.

A menos que se indique lo contrario, el término "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas
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a partir de acidos o bases no toxicas farmacéuticamente aceptables que incluyen acidos y bases inorganicas y
acidos y bases organicas. Sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, sales metalicas preparadas a partir de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y cinc o sales
organicas preparadas a partir de lisina, N,N'-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina. Acidos no txicos adecuados incluyen, pero no se limitan
a, acidos inorganicos y organicos tales como acido acético, alginico, antranilico, bencenosulfonico, benzoico,
canforsulfénico, citrico, etenosulfénico, férmico, fumarico, furoico, galacturénico, glucénico, glucurénico, glutamico,
glicolico, bromhidrico, clorhidrico, isetiénico, lactico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mdcico, nitrico,
pamoico, pantoténico, fenilacético, fosfarico, propidnico, salicilico, estearico, succinico, sulfanilico, sulftrico, tartarico
y p-toluenosulfénico. Acidos no toxicos especificos incluyen &cido clorhidrico, bromhidrico, fosférico, sulfarico y
metanosulfénico. Ejemplos de sales especificas incluyen, por lo tanto, sales clorhidrato y mesilato. Otras son bien
conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, 18?2 ed. (Mack Publishing, Easton
PA: 1990) y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 ed. (Mack Publishing, Easton PA: 1995).

A menos que se indique lo contrario, los términos "prevenir" y "prevencion" contemplan una accién que se produce
antes de que un paciente comience a sufrir la enfermedad o trastorno especificado, que inhibe o reduce la gravedad
de la enfermedad o trastorno. En otras palabras, los términos abarcan la profilaxis.

A menos que se indique lo contrario, una "cantidad profilacticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad
suficiente para prevenir una enfermedad o trastorno, o uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o trastorno
0 prevenir su recurrencia. Una "cantidad profilacticamente eficaz" de un compuesto significa una cantidad de un
agente terapéutico, solo o en combinacion con otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la
prevencion de la enfermedad. El término "cantidad profilacticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que mejora
la profilaxis global o aumenta la eficacia profilactica de otro agente profilactico.

A menos que se indique lo contrario, el término "sustituido”, cuando se usa para describir una estructura o resto
quimico, se refiere a un derivado de esa estructura o resto en el que uno o0 mas de sus atomos de hidrégeno esta
sustituido con un resto quimico o grupo funcional tal como, pero sin limitarse a, alcohol, aldehido, alcoxi, alcanoiloxi,
alcoxicarbonilo, alquenilo, alquilo (por ejemplo, metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, t-butilo), alquinilo, alquilcarboniloxi (-
OC(O)alquilo), amida (por ejemplo -C(O)NH-alquilo, -alquilNHC(O)alquilo), amidinilo (por ejemplo, -C(NH)NH-alquilo,
-C(NR)NHz), amina (primaria, secundaria y terciaria, tal como alquilamino, arilamino, arilalquilamino), aroilo, arilo,
ariloxi, azo, carbamoilo (por ej, -NHC(O)O-alquilo-, -OC(O)NH-alquilo), carbamilo (por ej, CONH2, CONH-alquilo,
CONH-arilo, CONH-arilalquilo), carbonilo, carboxilo, acido carboxilico, anhidrido de acido carboxilico, cloruro de
acido carboxilico, ciano, éster, epoxido, éter (por ejemplo, metoxi, etoxi), guanidino, halo, haloalquilo (por ej, -CCls, -
CFs, -C(CF3)3), heteroalquilo, hemiacetal, imina (primaria y secundaria), isocianato, isotiocianato, cetona, nitrilo, nitro,
oxo, fosfodiéster, sulfuro, sulfonamido (por ejemplo, SO2NHz), sulfona, sulfonilo (incluyendo alquilsulfonilo,
arilsulfonilo y arilalquilsulfonilo), sulféxido, tiol (por ejemplo, sulfhidrilo, tioéter) y urea (por ejemplo, -NHCONH-
alquilo). Sustituyentes particulares son alcoxi, alquilo, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido
carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heteraciclo e hidroxilo.

A menos que se indique lo contrario, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad
suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento o manejo de una enfermedad o trastorno o
para retrasar o minimizar uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o trastorno. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de un compuesto significa una cantidad de agente terapéutico, solo o en combinacion con
otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o manejo de la enfermedad o trastorno. El
término "cantidad terapéuticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que mejora la terapia global, reduce o evita
sintomas o causas de una enfermedad o trastorno, o aumenta la eficacia terapéutica de otro agente terapéutico.

A menos que se indique lo contrario, los términos "tratar" y "tratamiento” contemplan una accion que se produce
mientras un paciente esta sufriendo la enfermedad o trastorno especificado, que reduce la gravedad de la
enfermedad o trastorno, o retarda o retrasa la progresion de la enfermedad o trastorno.

A menos que se indique lo contrario, el término "incluye" tiene el mismo significado que "incluye, pero no se limita a"
y el término "incluyen” tiene el mismo significado que "incluyen, pero no se limitan a". De manera similar, el término
"tal como" tiene el mismo significado que el término "tal como, pero sin limitarse a".

A menos que se indique lo contrario, uno 0 mas adjetivos inmediatamente antes de una serie de sustantivos, debe
entenderse que se aplica a cada uno de los sustantivos. Por ejemplo, la frase "alquilo, arilo o heteroarilo
opcionalmente sustituidos" tiene el mismo significado que "alquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente
sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido".

Hay que sefialar que un resto quimico que forma parte de un compuesto mas grande puede ser descrito en la
presente memoria utilizando un nombre cominmente acordado cuando este existe como una Unica molécula o un
nombre comUnmente acordado cuando es un radical. Por ejemplo, se acuerda que los términos "piridina" y "piridilo"
tengan el mismo significado cuando se usan para describir un resto unido a otros restos quimicos. Por lo tanto, se
acuerda que las dos frases "XOH, en la que X es piridilo" y "XOH, en la que X es piridina", tengan el mismo
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significado y abarcan los compuestos piridin-2-ol, piridin-3-ol y piridin-4-ol.

También hay que sefalar que si la estereoquimica de una estructura o una porcion de una estructura no se indica
con, por ejemplo, lineas en negrita o discontinuas, la estructura o la porcion de la estructura debe interpretarse como
gue abarca todos los estereoisomeros de la misma. Ademas, cualquier atomo mostrado en un dibujo con valencias
no satisfechas se supone que esta unido a suficientes atomos de hidrégeno para satisfacer las valencias. Ademas,
los enlaces quimicos representados con una linea continua paralela a una linea discontinua abarcan enlaces tanto
sencillos como dobles (por ejemplo, aromaticos), si las valencias lo permitan.

5.2. Compuestos
Esta invencion abarca compuestos:

X

R
SO Ry
I+
RZ/IKN) S ’

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que: X es ORiz 0 N(Ris)2; cada Ris es
independientemente hidrogeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; Rz es
hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(Rz2a)2, -SR2a, -ORz2a, -N(Rza)2 0 alquilo opcionalmente sustituido, arilo,
heteroalquilo o heterociclo; cada Rza es independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; Rz es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(R3a)2, -SR3a, -ORza, -N(Rza)2 0 alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -
ORsa, -N(Rsa)2 o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es
independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; ynes 1 0 2; en
el que "opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino
(incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o hidroxilo.

La invencion también abarca compuestos de la férmula:

X

o
S(On

T
foes

Rz
Rs

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que: X es ORis 0 N(Rig); cada Ris es
independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; R2 es
hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(Rza)2, -SR2a, -OR2a, -N(Rz2a)2 o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; cada Rza es independientemente hidrégeno o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo
opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(R3a)2, -SR3a, -ORza, -N(R3a)2 0 alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o alquilo,
arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; R4 es hidrégeno, halo o alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos; Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -ORsa, -N(Rsa)2 0
alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; cada Rsa es independientemente hidrégeno o
alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos; y n es 1 o 2; en el que "opcionalmente
sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino (incluyendo alquilamino,
dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo, o hidroxilo

En algunos compuestos, Rz es hidrégeno, halo, o alquilo inferior. En compuestos particulares, Rz es hidrogeno.
En algunos, Rs es ciano, halo, hidroxilo o alquilo opcionalmente sustituido.

En algunos, R4 es hidrégeno.

En algunos, Rs es ciano, halo, hidroxilo, o alquilo opcionalmente sustituido.

En compuestos particulares de esta formula, X es OR1s.
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En algunos, Ris es hidrégeno, o alquilo o arilo opcionalmente sustituidos.
En algunos, Rz es hidrogeno o alquilo opcionalmente sustituido.

En algunos, Rs es alquilo o halo.

En algunos, Rz es cloro.

En algunos, Rs es alquilo o halo.

En algunos, Rs es alquilo Ci-4.

Una realizacion particular es tal que el compuesto no sea 2-((6,7-difenilfuro[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)-1-
morfolinoetanona. Una forma de realizacion es tal que Rs y Rs no sean ambos fenilo.

Los compuestos particulares tienen una Clso de menos de aproximadamente 0,1, 0,05 o 0,025 uM determinada
mediante el ensayo de unién descrito en la presente memoria. Los compuestos particulares tienen una CEso de
menos de aproximadamente 5, 2,5, o 1 uM determinada mediante el ensayo de indicador descrito en la presente
memoria.

Los compuestos de la invencion (es decir, los compuestos divulgados en la presente memoria) se pueden preparar
mediante los métodos divulgados en la presente memoria, asi como mediante los métodos conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, la patente US N° 6.579.882 concedida a Stewart et al.; patente EP N° 0447891 concedida a
Wiesenfeldt et al.

5.3. Métodos de tratamiento

Esta invencion se refiere a un método para estimular la formacién de hueso endocortical en un paciente, que
comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién.
También se refiere a un método para aumentar el espesor del hueso cortical, que comprende administrar a un
paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion.

Esta invencién se refiere a un método de tratamiento, manejo o prevencion de una enfermedad o trastorno asociado
con la pérdida Osea, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencion. Ejemplos de enfermedades y
trastornos incluyen la osteoporosis (por ejemplo, la osteoporosis posmenopdausica, la osteoporosis inducida por
esteroides o glucocorticoides), la osteopenia y la enfermedad de Paget.

También en relacién con la invencién es un método de tratamiento, manejo o prevencién de fracturas de huesos,
que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencidn. Algunas fracturas 6seas particulares estan asociadas con
enfermedad désea metastasica, es decir, cancer que se ha metastatizado al hueso. Ejemplos de canceres que
pueden metastatizar al hueso incluyen cancer de prostata, mama, pulmon, tiroides y rifiéon.

Esta invencion también se refiere a un método de tratamiento, manejo o prevencion de la pérdida 6sea asociada
con, o causada por, una enfermedad o trastorno, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo
una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencidon. Ejemplos de
enfermedades y trastornos incluyen enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome de Cushing,
hiperparatiroidismo, enfermedad inflamatoria intestinal y colitis ulcerosa.

Ejemplos de pacientes que pueden beneficiarse de los métodos de esta invencién incluyen hombres y mujeres de 55
afios 0 mayores, mujeres posmenopausicas y pacientes que sufren insuficiencia renal.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse en combinacién (por ejemplo, en el mismo o en diferentes
momentos) con otros farmacos conocidos por ser Utiles en el tratamiento, manejo o prevencién de enfermedades o
trastornos que afectan al hueso. Ejemplos incluyen: moduladores del receptor de andrégenos; bisfosfonatos;
calcitonina; antagonistas de los receptores de deteccién de calcio; inhibidores de la catepsina K; estrégenos y
moduladores del receptor de estrégenos; aglutinantes de integrina, anticuerpos y antagonistas del receptor; hormona
paratiroidea (PTH) y analogos y miméticos de los mismos; y Vitamina D y analogos sintéticos de la vitamina D.

Ejemplos de moduladores del receptor de andrégenos incluyen finasterida y otros inhibidores de la 5a-reductasa,
nilutamida, flutamida, bicalutamida, liarozol, y acetato de abiraterona.

Ejemplos de bisfosfonatos incluyen alendronato, cimadronato, clodronato, etidronato, ibandronato, incadronato,
minodronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, piridronato, risedronato, tiludronato y zolendronato, y las sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres de los mismos.
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Ejemplos de inhibidores de la catepsina K incluyen VEL-0230, AAE581 (balicatib), MV061194, SB-462795
(relacatib), MK-0822 (odanacatib) y MK-1256.

Ejemplos de estrégenos y moduladores del receptor de estrogenos incluyen los estrégenos naturales (por €j, 7-
estradiol, estrona y estriol), estrogenos conjugados (por ejemplo, estrégenos equinos conjugados), anticonceptivos
orales, estrégenos sulfatados, progestageno, estradiol, droloxifeno, raloxifeno, lasofoxifeno, TSE-424, tamoxifeno,
idoxifeno, LY353381, LY117081, toremifeno, fulvestrant, 4-[7-(2,2-dimetil-1-oxopropoxi-4-metil-2-[4-[2-(1-
piperidinil)etoxi]fenil]-2H-1-benzopiran-3-il]-fenil-2,2-dimetilpropanoato, 4,4'-dihidroxibenzofenona-2,4-dinitrofenil-
hidrazona y SH646.

Ejemplos de aglutinantes de integrina, anticuerpos y antagonistas del receptor incluyen vitaxin (MEDI-522),
cilengitide y L-000845704.

5.4. Formulaciones farmacéuticas

Esta invencion abarca composiciones farmacéuticas que comprenden uno 0 mas compuestos de la invencion, y
opcionalmente uno o mas de otros farmacos, tales como los descritos anteriormente.

Determinadas composiciones farmacéuticas son formas farmacéuticas unitarias adecuadas para la administracion
oral, mucosal (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal, bucal o rectal), parenteral (por ejemplo, subcutanea,
intravenosa, inyeccion de bolo, intramuscular, o intraarterial) o transdérmica a un paciente. Ejemplos de formas
farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a: comprimidos; comprimidos oblongos; capsulas, tales como cépsulas de
gelatina elastica blandas; sellos; trociscos; pastillas para chupar; dispersiones; supositorios; ungiientos; cataplasmas
(emplastos); pastas; polvos; apositos; cremas; yesos; soluciones; parches; aerosoles (por ejemplo, aerosoles
nasales o inhaladores); geles; formas farmacéuticas liquidas adecuadas para la administracion oral o0 mucosal a un
paciente, incluyendo suspensiones (por ejemplo, suspensiones liquidas acuosas 0 no acuosas, emulsiones de aceite
en agua o emulsiones liquidas agua en aceite), soluciones y elixires; formas farmacéuticas liquidas adecuadas para
administracion parenteral a un paciente y sélidos estériles (por ejemplo, sélidos cristalinos o amorfos) que pueden
reconstituirse para proporcionar formas farmacéuticas liquidas adecuadas para administracion parenteral a un
paciente.

La formulacion debe adecuarse al modo de administraciéon. Por ejemplo, la administracién oral requiere
recubrimientos entéricos para proteger los compuestos de esta invencién de la degradacion dentro en el tracto
gastrointestinal. De manera similar, una formulacién puede contener componentes que faciliten la administracién del
principio(s) activo(s) al sitio de accion. Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse en formulaciones de
liposomas, con el fin de protegerlos de las enzimas degradativas, facilitar el transporte en el sistema circulatorio y
efectuar la administracién a través de membranas celulares a sitios intracelulares.

La composicion, forma y tipo de una forma farmacéutica variara dependiendo de su uso. Por ejemplo, una forma
farmacéutica usada en el tratamiento agudo de una enfermedad puede contener mayores cantidades de uno o mas
de los principios activos que la que comprende una forma farmacéutica usada en el tratamiento crénico de la misma
enfermedad. Del mismo modo, una forma farmacéutica parenteral puede contener cantidades mas pequefias de uno
0 mas de los principios activos que la que comprende una forma farmacéutica oral usada para tratar la misma
enfermedad. Estas y otras maneras en las que las formas farmacéuticas especificas abarcadas por esta invencién
variaran una de otra seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington
Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (Mack Publishing, Easton PA: 1990).

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién se administran preferiblemente por via oral. Formas
farmacéuticas discretas adecuadas para la administracién oral incluyen comprimidos (por ejemplo, comprimidos
masticables), comprimidos oblongos, capsulas y liquidos (por ejemplo, jarabes aromatizados). Tales formas
farmacéuticas contienen cantidades predeterminadas de principios activos y se pueden preparar por métodos de
farmacia bien conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences,
18a ed. (Mack Publishing, Easton PA: 1990).

Formas farmacéuticas orales tipicas se preparan combinando el principio(s) activo(s) en una mezcla intima con al
menos un excipiente de acuerdo con técnicas de composicién farmacéutica convencionales. Los excipientes pueden
adoptar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la administracion.

Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan las formas farmacéuticas
unitarias orales mas ventajosas. Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse por técnicas acuosas 0 no acuosas
estandar. Dichas formas farmacéuticas se pueden preparar por métodos convencionales de farmacia. En general,
las composiciones farmacéuticas y las formas farmacéuticas se preparan mezclando uniforme e intimamente los
principios activos con vehiculos liquidos, vehiculos sélidos finamente divididos, o0 ambos, y después conformando el
producto en la presentacion deseada si es necesario. Pueden incorporarse disgregantes a las formas farmacéuticas
sélidas para facilitar una disolucién rapida. También pueden incorporarse lubricantes para facilitar la fabricacion de
las formas farmacéuticas (por ejemplo, comprimidos).
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6. EJEMPLOS
6.1. Ratén knockout

Se generaron ratones homocigotos para una mutacion obtenida por ingenieria genética en el ortélogo murino del
gen NOTUM humano utilizando los correspondientes clones de células madre embrionarias mutadas de la coleccion
OMNIBANK de clones de células madre embrionarias mutadas (véase, en general, la patente US N° 6.080.576).
Resumiendo, los clones de células madre embrionarias que contienen una insercion viral mutagénica en el locus
NOTUM murino se microinyectaron en blastocistos, los cuales a su vez se implantaron en hembras hospedadoras
pseudoprefiadas y llevadas a término. La descendencia quimérica resultante fue posteriormente cruzada con 6
ratones hembra C57 negros y se comprobo6 en la descendencia la transmision de la linea germinal del alelo NOTUM
desactivado. Posteriormente, los animales heterocigotos para el alelo NOTUM mutado fueron cruzados para
producir descendencia que era homocigota para el alelo mutado NOTUM, heterocigota para el alelo mutado NOTUM
o descendencia de tipo natural en una proporcion aproximada de 1:2:1.

Se estudiaron ratones homocigotos (-/-) para la desactivacion del gen NOTUM conjuntamente con ratones
heterocigotos (+/-) para la desactivacién del gen NOTUM y los comparfieros de camada de tipo natural (+/+). Durante
este analisis, los ratones fueron sometidos a un seguimiento médico mediante un conjunto integrado de
procedimientos diagnésticos médicos disefiados para evaluar la funcion de los principales sistemas de érganos en
un sujeto mamifero. Mediante el estudio de los ratones "knockout" homocigotos (-/-) en los nimeros descritos y
conjuntamente con los compafieros de camada heterocigotos (+/-) y de tipo natural (+/+), se obtuvieron datos mas
fiables y repetibles.

Como se muestra en la Figura 1, los ratones macho con desactivacion homocigota del gen NOTUM ("Hom")
mostraron mayores espesores corticales en varios sitios 6seos, en comparacion con sus comparferos de camada de
tipo natural a las 16 semanas de edad (niumero de ratones N = 10 para ambos grupos). Estas diferencias, que se
midieron por microCT (Scanco uCT40), fueron: 28 % (p <0,001) en la diafisis media del fémur; 19 % (p <0,001) en la
diafisis media del humero; 17 % (p <0,001) en la diafisis media de la tibia y 11 % (p <0,001) en la unién tibia-peroné.
Como se muestra en la Figura 2, a las 16 semanas de edad, el espesor del hueso cortical en la diafisis media del
fémur de los ratones heterocigotos para la mutacion NOTUM "Het") también fue mayor que la de sus compafieros de
camada de tipo natural: los machos het (N = 50) mostraron un 6 % (p = 0,007) de aumento en comparacion con sus
comparieros de camada de tipo natural (n = 23) y las hembras het (n = 57) mostraron un 9 % (p <0,001) de aumento
en comparacion con sus compafieros de camada de tipo natural (N = 22).

Las manifestaciones practicas de la redistribucion observada de la formacion de hueso en animales NOTUM se
refleja en las Figuras 3 y 4, las cuales muestran resultados de ensayos de resistencia a la fractura del fémur
(realizado por SkeleTech, ahora Ricerca Biosciences) utilizando una prueba estandar de flexién de 4 puntos. Como
se muestra en la Figura 3, que proporciona resultados obtenidos para los ratones machos a las 16 semanas de
edad, los het (N = 20) mostraron un (p = 0,54) aumento del 5% en la resistencia a la fractura del fémur en
comparacion con sus compafieros de camada de tipo natural (N = 23), mientras que los Hom (N = 17) mostraron un
aumento del 28 % (p <0,001). Por otro lado, los ensayos de compresion de la columna vertebral de ambos hom y het
para Notum no mostraron una reduccion significativa en las cargas maximas de compresion de la columna vertebral
en comparacion con los controles de tipo natural. Se obtuvieron resultados similares para los ratones hembra a las
16 semanas de edad. Como se muestra en la Figura 4, los het (N = 20) mostraron un aumento del 12 % (p = 0,04)
en la resistencia a la fractura del fémur en comparacién con sus compafieros de camada de tipo natural (N = 21),
mientras que los Hom (N = 18) mostraron un 28 % (p <0,001) de aumento. El analisis de estos y otros datos reveld
una fuerte correlacién entre el espesor cortical y la resistencia a la fractura del fémur.

6.2. Ensayo de indicador

Los valores CEso de los compuestos se determinaron utilizando este ensayo, el cual utiliza medios acondicionados
que se prepararon como se indica a continuacion. El plasmido que contiene la notum pectinacetiltransferasa humana
en el vector pcDNA3.1(+) se transfecté en células HEK293 y los clones se seleccionaron por crecimiento en
presencia de 400 ug/ml de G418. El clon que contiene la expresion de la notum pectinacetiltransferasa humana mas
alta en el medio condicionado se mantuvo durante todos los ensayos de actividad en el futuro. Las células L que
sobreexpresan y secretan Wnt3a en los medios condicionados se adquirieron de ATCC.

El protocolo del ensayo fue el siguiente. Se cultivaron aproximadamente 5 millones de células CellSensor® LEF/TCF-
bla Freestyle™ 293F hasta casi la confluencia en placas de 15 cm. El medio de crecimiento de las células consistia
en DMEM con FBS dializado 10 %, 5 pg/ml de blasticidina (Invitrogen, R210-01), NEAA 0,1 mM, HEPES 25 mM y 1
x GPS. Las células se tripsinizaron a continuacién mediante un primer enjuague con PBS, seguido de la adicion de 5
ml de tripsina e incubacion de las placas a temperatura ambiente durante dos minutos. A continuacién se afadié un
total de 10 ml de medio de ensayo (Opti-MEM, mas FBS dializado 0,5 %, NEAA 0,1 mM, piruvato de sodio 1 mM,
HEPES 10 mM, 1x GPS) por placa de 15 cm. Las células se contaron y se suspendieron a razon de 0,75 millones de
células por ml. Las células se sembraron en placas de 384 pocillos Biocoat (Fisher, Catalogo N° 356663) a una
densidad de 15.000 células por 20 pul por pocillo. Después de la incubacién de las células a 37 °C durante 3 horas,
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se afiadio 10 ul de LiCl 30 mM en medio de ensayo por pocillo, seguido de incubacién a 37 °C durante otras 3 horas.
Mientras tanto, los compuestos fueron dispensados mediante sefiales acUsticas a las placas de 384 pocillos Greiner
(N° de catalogo 781076) usando un dispostivo ECHO, seguido de la adicién de 10 pl por pocillo de medio
acondicionado con Wnt3a y 10 pl por pocillo de medio acondicionado con notum pectinacetilesterasa. A continuacion
se transfirieron 10 pl de mezcla Wnt3a/notum pectinacetilesterasa desde las placas Greiner a cada uno de los
pocillos de las placas de 384 pocillos que contenian las células CellSensor. Después de la incubacién de las células
durante la noche a 37 °C, se desarrollaron las reacciones por adicion de 5 pl de 1xCCF4 (Invitrogen, Namero de
catalogo K1085) a cada pocillo, cubriendo toda la placa de 384 pocillos y balanceando suavemente en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 3 horas. Las placas se leyeron a continuacion en un lector de placas Envision usando
una longitud de onda de excitacion de 400 nm y longitudes de onda de emisién de 460 nmy 535 nm.

6.3. Ensayo de unién

Los valores Clso de los compuestos se determinaron usando este ensayo, el cual utiliza 8-octanoiloxipireno-1,3,6-
trisulfonato trisddico (OPTS), un sustrato enzimatico hidrosoluble para ensayos fluorimétricos de esterasas y lipasas.
El plasmido que contiene la notum pectinacetiltransferasa en el vector pcDNA3.1(+) se transfectd en células HEK293
y se seleccionaron clones haciéndoles crecer en presencia de 400 pl de G418. Para el ensayo se usaron los medios
de acondicionamiento de estas células.

Se utilizé un dispositivo ECHO para dispensar acusticamente 75 nl de compuestos en placas Greiner de 384 pocillos
secas (N° de catalogo 781076), seguido por la adicion de 10 pl de Tris/HCI 50 mM (pH 6,8) a cada pocillo de estas
placas de ensayo de 384 pocillos. Los medios acondicionados que contenian notum pectinacetiltransferasa humana
se diluyeron 75x con tampén de ensayo (Tris 50 mM, pH 6,8, CaCl. 5 mM, MgClz 0,5 mM) y se afidieron a cada
pocillo 25 pl de esta "mezcla enzimatica" seguido de una pre-incubaciéon de 10 minutos. Las reacciones enzimaticas
se iniciaron mediante la adicion de 15 pl de sustrato OPTS (Sigma, N° de catalogo 74875) hasta una concentracion
final de 5 uM y los tiempos de reaccion fueron de 10 minutos a temperatura ambiente. Todas las placas se leyeron
en un lector de placas Envision con una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de
emision de 535 nm.

6.4. Método general de sintesis A: Preparacion de 3-clor  0-2-metiltieno[2,3- b]piridin-4-ol (2); 3-bromo-2-
metiltieno[2,3-b]piridina-4-ol (3)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

OH Br  OH
7 ) /7
STN ST N
1 2
OH cl OH
T 4
STON SN
1 3

En un matraz de fondo redondo de 100 ml se extrajo 6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-ol 1 (1 g, 6,2 mmol) en &cido
acético (12 ml) y se agité a temperatura ambiente. A esto se afiadi6 bromo (0,3 ml, 6,2 mmol) y la mezcla de
reaccion se agitoé a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacion, la reaccién se inactivé con hielo 'y
se agitd hasta que se fundio el hielo. El producto se separ6 por filtracion y luego se lavd con agua y se sec6 para
obtener (1 g, 66 % de rendimiento) de 3-bromo-2-metiltieno[2,3-b] piridin-4-o0l 2 como un producto seco.

En un matraz de fondo redondo de 3 | se extrajo 6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-ol 1(50 g, 310 mmol) en acido acético
(525 ml) y se afiadié NCS (37,5 g, 372 mmol). La reaccién se calent6 a 55 °C durante 8 horas. A continuacion, la
reaccion se enfrid a temperatura ambiente y se inactivd con agua y se extrajo el compuesto con cloruro de metileno
(2 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre MgSQa, se filtraron y se
concentraron, dando 3-cloro-2-metiltieno[2,3-b]piridina-4-ol en forma de un sélido 3 en (42,15 g, 70% de
rendimiento).
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6.5. Método general de sintesis B: Preparacion del acido 2-(5-cloro-6-metiltieno[2,3- _d]pirimidin-4-iltio)acético

6

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

AR am s ©
S N/) [ N/) /S | /)
3 4 5 N
OH
o Y
o)

- = \N

4 | /)

STN

6

Sintesis de 4 : Se suspendié 3-cloro-2-metiltieno[2,3-b]piridin-4-ol 3 (40 g, 2,000 mmol, 1 eq.) en POCIz (368 ml,
4000 mmol, 20 eq.) y se calenté a 90 °C durante 4 horas. Después de enfriar la reaccién se concentré y el residuo se
enfrid a 0 °C. A continuacion se afiadio lentamente agua fria helada para asegurar el consumo completo de POClIa.
La solucion de color negro se extrajo tres veces con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron
dos veces con NaHCOs acuoso saturado, una vez con salmuera, se secaron sobre MgSOQas, se filtraron y se
concentraron, dando un sélido marrén claro 4,5-dicloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidina 4 (41,6 g, rendimiento 93 %),
que se us6 inmediatamente después del secado completo.

Sintesis de 5 : Se suspendié 4,5-dicloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidina 4 (40 g, 182,2 mmol, 1 eq.) en metanol (500 ml)
y se enfrié a 0 °C. Se afiadi6 lentamente 2-mercaptoacetato de metilo (27 ml, 191,5 mmol, 1,05 eq.), seguido de la
adicion lenta de TEA (53 ml, 382,6 mmol, 2,1 eq.). Después de agitar durante 90 minutos, se concentro la reaccion.
El residuo se recogi6 en acetato de etilo y se filtré a través de un tapén de gel de silice para eliminar las sales y algo
de color. El filtrado se concentré y se purificé usando cromatografia en gel de silice con acetato de etilo 0-15 % en
hexanos, obteniéndose 2-(5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 5 (47,30 g, rendimiento 91 %)
como un sélido blanco.

Sintesis de 6 : El 2-(5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 5 (45 g, 150 mmol, 1 eq.) se extrajo
en THF (350 ml) y se afiadi6 NaOH acuoso 1 N (300 ml, 300 mmol, 2 eq.) con agitacion eficiente. Después de 40
minutos, la reaccion se concentré y el residuo se recogié en agua, se enfrio a 0 °C y se acidifico a pH bajo con HCI 1
N. El precipitado se recogié mediante filtracién a vacio, se lavé con agua. El secado en vacio durante toda la noche,
dio el acido 2-(5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acético 6 (40,5 g, rendimiento 94 %) como un soélido blanco.
EM m/z CoH7CIN202S2 [M + 1]* = 275 y [M + 1]*3 = 277. RMN de 'H (400 MHz, metanol-d4) & ppm 8,66 (s, 1 H), 4,05
(s, 2 H), 2,54 (s, 3 H). RMN de C (101 MHz, DMSO-d6) & ppm 170,04 (s), 162,55 (s, 1C), 162,48 (s, 1C), 152,55 (s,
1C), 135,03 (s, 1C), 125,03 (s, 1C), 114,36 (s, 1C), 32,17 (s, 1C), 14,05 (s, 1C).

6.6. Método general de sintesis C: Preparacién del &acid o 2-(6-bromo-5-metiltieno[2,3- d]pirimidin-4-

iltio)acético (10)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

O
/l\)N—'Br/|\N E;/|‘NO ;N ©
—_—
ST < N/J r s N/)—-— Br S|N’)

7 8 9 10

Sintesis de 8 : La 4-cloro-5-metiltieno[2,3-d]pirimidina 7 (1 g, 5,4 mmol), preparada de acuerdo con el Método
general de sintesis B, se extrajo en acido acético y se agité a temperatura ambiente. A esta mezcla de reaccion, se
afnadié bromo (1 eq = 275 pl, 5,4 mmol) y la mezcla de reaccion se agit6 durante toda la noche. La reaccion se
inactivo a continuacion con hielo y se agité hasta que se derritié el hielo. El producto se separ6 por filtracion y luego
se lavl con agua y se sec0 para obtener 1 g de 6-bromo-4-cloro-5-metiltieno[2,3-d]pirimidina 8 (786 mg, rendimiento
55 %) como un solido de color amarillo palido.
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Los compuestos 9 y 10 se prepararon de acuerdo con el Método general de sintesis B.

6.7. Método de sinteis general D: Preparacién del 2-(5-c __iclopropil-6-metiltieno[2,3- _d]pirimidin-4-iltio)acetato

de metilo (12)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

o S/\[(O S/\],O
O 0

/ \N I, / \N

ey el

N
1 12

Un matraz de fondo de redondo de 100 ml se cargd con 2-(5-bromo-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de
metilo 11 (0,100 g, 0,3 mmol, 1 eq), acido ciclopropilborénico (51 mg, 0,6 mmol) y triciclohexilfosfina (8,4 mg, 0,03
mmol) y KsPO4 (212 mg, 1,05 mmol) y se extrajeron en tolueno, mezcla acuosa (4 ml, 1:1). Esta mezcla se agit6 a
temperatura ambiente en atmosfera de N2. A esta solucion agitada se afiadi6 diacetoxi paladio (4 mg, 0,015 mmol).
A continuacion, la mezcla de reaccion se calenté a 100 °C durante 8 horas. La reaccion se inactivo con la adicién de
HCI 1 N y la porcién acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. Las porciones organicas combinadas se secaron sobre
MgSOsu, se filtr6 y se concentrd para dar 2-(5-ciclopropil-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo (40 mg,
rendimiento 45 %) 12 como un sélido de color amarillo claro.

6.8. Método general de sintesis de E: Preparacion de 2-(6  -etil-5-metiltieno[2,3- d]pirimidin-4-iltio)acetato _de

metilo (13)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

En un matraz de fondo redondo de 100 ml cargado con 2-(6-bromo-5-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de
metilo 9 (50 mg, 0,15 mmol), preparado de acuerdo con el Método general de sintesis C y dietilcinc (1,1 M en
tolueno, 204 pl, 0,23 mmol), Pd (dba)s (4 mg, 0,0075 mmol) y 2-diciclohexilfosfina-2',6"-isopropoxidifenil (13 mg, 0,03
mmol) se extrajeron en DMF seca (2,5 ml) en un recipiente de microondas y se calent6 bajo irradiacién por
microondas a 160 °C durante 10 minutos. Después se enfrié a temperatura ambiente, se filtr6 a través de celite y se
concentré. Este se recogié en EtOAc y se lavd con agua. La capa organica se lavé con salmuera y se secé sobre
sulfato de magnesio y se concentrd para proporcionar 2-(6-etil-5-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio) acetato de metilo
13 (17 mg, rendimiento 40 %).

6.9. Método general de sintesis F: Preparacion del acido 2-(5-(dimetilamino)-6-metiltieno[2,3- _d]pirimidin-4-

iltio)acético (14)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

. s o\ “N/ SWOH
y | \)N 0] y; | \/)N 0
S N/ s N
1 14

El 2-(5-bromo-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 11 (100 mg, 0,3 mmol), preparado usando el
procedimiento general de sintesis C, se extrajo en 1 ml (exceso, como disolvente) de dimetilamina al 40 % en agua.
A continuacién se afiadié una cantidad catalitica de 6xido de cobre y la reaccion se calentd bajo irradiacién de
microondas a 140 °C durante 15 min. Una vez finalizada la reaccion, se purific6 mediante HPLC preparativa (acetato
de amonio acuoso/acetonitrilo) y se aislé 14 como un sélido blanco (60 mg, rendimiento 71 %).
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6.10. Método general de sintesis G: Preparacion de 2-(5,6  -dimetiltieno[2,3- d]pirimidin-4-iltio)-N-(2-
metoxietil)acetamida (17)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

H

CH
S/\([Jr NH, S/\rrN\/\O/
4 ‘ \)N + H 4 ‘ =N ©
S N/ O\ S /)
15 16 17

El acido 2-(5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acético 15 (0,050 g, 0,2 mmol, 1 eq)), que esta disponible
comercialmente y también se puede preparar usando el Procedimiento general de sintesis B, se extrajo en DMF (2,2
ml). A esta mezcla se afiadié 2-metoxietanamina 16 (0,019 g, 0,24 mmol, 1,2 eq), HATU (0,076 g, 0,2 mmol, 1 eq) y
N,N-diisopropil etilamina (0,08 ml, 0,44 mmol, 2,2 eq) y se agitd la mezcla de reaccion durante 8 horas a temperatura
ambiente. Se afiadié agua para inactivar y la porcion acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se secaron sobre MgSQu, se filtraron y se concentraron. El residuo se purific6 por HPLC preparativa
usando condiciones neutras dando 2-(5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)-N-(2-metoxietil)acetamida 17 (56 mg,
rendimiento 90 %) como un sélido blanco.

6.11. Método general de sintesis H: Preparacién del 2-(5, 6-dimetiltieno[2,3- d]pirimidin-4-iltio)acetato de

isopropilo (19)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

OH [e)
TY YTY
_— =
e sy
S N/ S N,
15 18 19

El compuesto 15 (100 mg, 0,4 mmol), que esta disponible comercialmente y también se puede preparar usando el
Método general de sintesis B, se disolvio en DCM seco y cloruro de tionilo (56 ul, 0,8 mmol) y se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. A continuacion el exceso de propano-2-ol 18 se afiadio y se agitdé a temperatura ambiente
durante otra hora. Después, la mezcla de reacciéon se concentré y se purific6 usando HPLC preparativa en fase
neutra (acetato de amonio acuoso/acetonitrilo) para dar 19 como un sélido (100 mg, rendimiento 85 %).

6.12. Método general de sintesis |: Preparacion del &cido 2-(5-cloro-6-isopropiltieno[2,3- _ d]pirimidin-4-
iltio)acético (24

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

o]
OH cl cl Cl cl S/w/

7/ =y . =N Ty L ©
0 L — L — L
20 2 22 23
o S/WOH
Q

E— 7 \,J‘

STON

24

Sintesis de 21: Pirimidona 20 (10 g, 51,4 mmol, 1 eq.), disponible comercialmente y que también se puede preparar
por el Procedimiento general de sintesis D, se suspendié en POCIs (95 ml, 1,028 mmol, 20 eq.) y se calentd a 90 °C
durante 4 horas. Después de enfriar la reaccién se concentré y el residuo se enfrié a 0 °C. A continuacion se afadio
lentamente agua fria helada para asegurar el consumo completo de POCIs. La solucion de color negro se extrajo tres
veces con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron dos veces con NaHCOs acuoso
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saturado, una vez con salmuera, se secaron sobre MgSOs, se filtraron y se concentraron, dando 4-cloro-6-
isopropiltieno[2,3-d]pirimidina como un sélido marrén claro 21 (10,16 g, rendimiento 93 %), que se usoO
inmediatamente después del secado completo.

Sintesis de 22: Se extrajo 4-cloro-6-isopropiltieno[2,3-d]pirimidina 21 (9,2 g, 43,2 mmol, 1 eq.) sélida en acido
acético (75 ml) y NCS (8,65 g, 86,5 mmol, 2 eq.). La reaccion se calenté a 55 °C durante 6 horas. La reaccion se
enfrid y se inactivé con agua y el compuesto se extrajo con cloruro de metileno (2 x 50 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre MgSOs, se filtraron y se concentraron, dando 4,5-dicloro-6-
isopropiltieno[2,3-d]pirimidina en forma de un sélido 22 (6,2 g, rendimiento 58 %).

Sintesis de 23: Se suspendié 4,5-dicloro-6-isopropiltieno[2,3-d]pirimidina 22 (11,6 g, 47 mmol, 1 eq.) en metanol
(125 ml) y se enfrid a 0°C. Se afiadi6 lentamente 2-mercaptoacetato de metilo (6,86 ml, 49,35 mmol, 1,05 eq.),
seguido lentamente de la adicién de TEA (13,7 ml, 98,7 mmol, 2,1 eq.). Después de agitar durante 90 minutos, la
reaccion se concentré. El residuo se extrajo en acetato de etilo y se filtro a través de un tap6n de gel de silice para
eliminar las sales y algo de color. El filtrado se concentr6 y se purific6 usando cromatografia en gel de silice con
acetato de etilo 0-15 % en hexanos, dando 2-(5-cloro-6-isopropiltieno[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 23 (13,6
g, rendimiento 92 %) como un sélido blanco.

Sintesis de 24: El compuesto 23 (5,0 g, 15,8 mmol, 1 eq.) se extrajo en THF (50 ml) y se afiadié6 NaOH acuoso 1 N
(32 ml, 32 mmol, 2 eq.) con agitacién eficiente. Después de 40 minutos, la reaccion se concentrd y el residuo se
extrajo en agua, se enfrid a 0 °C y se acidificé a pH bajo con HCI 1 N. El precipitado se recogié mediante filtracion a
vacio, se lavd con agua. El secado a vacio durante toda la noche, dio el acido 2-(5-cloro-6-isopropiltieno[2,3-
d]pirimidin-4-iltio)acético puro 24 como un sélido blanco (4,5 g, rendimiento 94 %). EM m/z C11H11CIN202S2 [M + 1]*
=303y [M + 1]*3 = 305. RMN de !H (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 12,83 (s, 1 H), 8,81 (s, 1 H), 4,12 (s, 2 H), 3,52-
3,76 (m, 1 H), 1,32 (d, J = 7,03 Hz, 6 H). RMN de C*3 (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 170,0 (s, 1C), 162,8 (s, 1C), 162,2
(s, 1C), 152,6 (s, 1C), 146,9 (s, 1C), 125,1 (s, 1C), 112,3 (s, 1C), 32,2 (s,1C), 28,6 (5,1 C),23,4(s,1C), 23,1 (s, 1
C).

6.13. J método sintético general: Preparaciéon del &acido 2 -(6-cloro-7-ciclopropiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

iltio)acético (31)

Este enfoque general para la sintesis de compuestos abarcados por la invencién se ilustra por el ejemplo especifico
descrito a continuacion:

Q CH
5 7SN S o S- Ny
B m—
VA7 N N,) o
Br
25 26 27
OH cl S/\[rOH
S B 5 o]
N ~N S N
c— |l =\ cl |
fN\/ N/) } N/)
28 29 30

Sintesis de 26: En un matraz de fondo redondo de 500 ml cargado con 7-bromo-4-metoxitieno[3,2-d]pirimidina 25 (4
g, 16,32 mmol, 1 eq) y acido ciclopropilborénico (2,81 g, 32,6 mmol, 2 eq) y carbonato de potasio (6,76 g, 49 mmol, 3
eq) y el catalizador, PdCI2(PhsP)2 575 mg, 0,816 mmol, 0,05 eq) se extrajeron en una mezcla de tolueno (60 ml y
H20 (16 ml). La mezcla de reaccion se purgé fuertemente con Nz durante cinco minutos y la mezcla de reaccion se
calent6é a 100 °C durante 6 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se filtré y se
dividi6 en ambas capas. La capa acuosa se lavo con tolueno y los disolventes organicos combinados se
concentraron. El material bruto se purific6 usando cromatografia en columna de gel de silice usando disolventes
EtOAc y heptano (10-30 %) proporcionando 7-ciclopropil-4-metoxitieno[3,2-d]pirimidina 26 como un sélido amarillo
claro (3 g, rendimiento 90 %).

El compuesto 27 fue sintetizado utilizando el Método general de sintesis A.
Sintesis de 28: Se extrajo 6-cloro-7-ciclopropil-4-metoxitieno[3,2-d]pirimidina (2 g, 8,25 mmol) en HCI 12 N (6 ml,

72,5 mmol) y se calentd la mezcla de reaccién a 70 °C durante 40 minutos. Después de enfriar a la temperatura
ambiente, se afadié agua (15 ml) a esta suspension de color marrén palido y se mezcldé correctamente. El
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precipitado se separd por filtracion y se lavé con agua y heptanos. Tras secado durante la noche a 40 ° C
proporcioné un solido amarillo claro (1,6 g, rendimiento 90 %)

El compuesto 29 fue sintetizado utilizando el Método general de sintesis B. el compuesto 30 fue sintetizado
utilizando el Método general de sintesis B. EM m/z C11HoCIN202S2[M + 1]* = 301 y [M + 1]*3 = 303. RMN de H (400
MHz, DMSO-ds) & ppm 8,92 (s, 1 H), 4,22 (s, 2 H), 2,10 a 2,20 (m, 1 H), 1,45-1,52 (m, 2 H), 0,96-1,06 (m, 2 H). RMN
de 3C (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 169,6 (s, 2C), 161,4 (s, 1C), 156,2 (s, 1C), 154,1 (s, 2C), 134,4 (s, 1C), 125,9 (s,
1C), 31,9 (s, 1C), 10,2 (s, 1 C), 6,3 (s, 2C).

6.14. Método general de sintesis K: Preparacion del &cido 2-(7-ciclopropil-6-metiltieno[2,3- _ d]pirimidin-4-

iltio)acético (35)

Este enfoque general para la sintesis de compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo especifico
descrito a continuacion:

o~ o~ OH
3 | =N S | 3N S ‘ N
\ P \ Y E——
N N N/)
26 31 32

34

|
cl o)
S/\[f OH
S ‘ RN 5 \NO s S/E
~
N N S | P < | N
v — 2
35
33

El Compuesto 26 se sintetizé utilizando el Método general de sintesis J.

Sintesis de 31 : A la N,N-diisopropil etil amina (14 ml, 80 mmol) en THF (60 ml) se afiadié gota a gota nBuLi (37,5
ml, 1,6 M, 60 mmol) a -60 ° C. Después de 15 minutos de agitaciéon a la misma temperatura se afiadioé el compuesto
31 (4,14 g, 20 mmol) en una porcién y se dejd calentar hasta -45 °C en 45 minutos. Después se enfrié de nuevo a -
60 °C y Mel (5 m, 80 mmol) se inactivé mediante la adicion lenta gota a gota y se agitoé durante 2 horas calentando la
mezcla de reaccién a temperatura ambiente. Después de 2 horas se inactivé con una mezcla de salmuera y agua
(100 ml) y se separ6 la capa de THF. La capa acuosa se extrajo con diclorometano y los disolventes organicos
combinados se lavaron de nuevo con salmuera y se pasaron a través de MgSOQOas. El producto bruto se purificé
usando cromatografia en gel de silice usando una mezcla de acetato de etilo/hexanos (10 % - 30 %) proporcionando
(2,64 g, rendimiento 60 %) el compuesto 32.

Los compuestos 32-35 fueron sintetizados utilizando el Método general de sintesis B. EM m/z C12H12N202S2 [M +
1]*= 281. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,86 (s a, 1 H), 8,85 (s, 1 H), 4,20 (s, 2 H), 2,65 (s, 3 H), 1,99 (i,
J=8,63,5,43Hz, 1 H),1.23-1,30 (m, 2 H), 0,88 -0,97 (m, 2 H).

6.15. Método general de sintesis L: Preparacion del acido 4-(carboximetiltio)-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-6-

carboxilico (40)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:
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El compuesto 36 esta disponible comercialmente. El compuesto 37 fue sintetizado utilizando el Método general de
sintesis B.

Sintesis de 38: A una solucion agitada de tiofeno 37 (368 mg, 2 mmol, 1,0 eq.) en THF anhidro (5 ml) a -30 °C se
afiadio una solucion de LDA (2,2 mmol, 1,1 eq) en THF (recién preparado mezclando 0,34 ml de diisopropilamina y
0,96 ml de nBuLi 2,5 M a -30 °C en 5 ml de THF). La reaccion viré de claro a amarillo. Después de 20 minutos, se
afiadio gota a gota cloroformiato de etilo (0,28 ml, 3 mmol, 1,5 eq). La reaccion se inactivé con agua después de que
se calentd hasta temperatura ambiente en el bafio frio. La mezcla se diluyé con 10 ml de acetato de etilo, se extrajo
con acetato de etilo (10 ml x 2 veces). La capa organica combinada se lavo con salmuera, se sec6 sobre Na:SOs y
se concentrd. A continuacion, la mezcla en bruto se absorbié sobre gel de silice y se purificé por cromatografia
ultrarrapida (eluyendo con 10 % DCM/EA) para dar el éster 38 como un sélido blanco (127 mg, rendimiento 25 %).

Los compuestos 39 y 40 se sintetizaron utilizando el Método general de sintesis B.

6.16. Método general de sintesis M: Preparacion del &cido 2-(6-ciano-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-
iltio)acético (44) y acido 2-(6-carbamoil-7-metilti___eno[3,2-d]pirimidin-4-iltio)acético (46)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra mediante los ejemplos
especificos que se describen a continuacion:

OH
cl cl S/\[rome s

0
S | N | S | SN - S =N © —_— \S | =
|
N N/) N N,) . N
37 M 42

0, Sy © Sy ¢ Serxy ©
WA J o T Ne
N
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N
.

7
L

H,N

Sintesis de 41: A una solucién de 37 (368 mg, 2 mmol, 1,0 eq.), preparado usando el Procedimiento de sintesis
general B, en THF anhidro (5 ml) a -30 ° C se afiadié una solucién de LDA (2,2 mmol, 1,1 eq) en THF (recién
preparado mezclando 0,34 ml de diisopropilamina y 0,96 ml de nBuLi 2,5 M a -30 °C en 5 ml de THF). La reaccion
viré de claro a amarillo. Después de 20 minutos, se afiadio gota a gota yodo (609 mg, 2,4 mmol, 1,2 eq). La reaccion
se inactivo con agua después de calentarse a temperatura ambiente, en el bafio frio. La reaccion se diluyé con 10 ml
de acetato de etilo, se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). La capa organica combinada se lav6 con salmuera, se
seco sobre Na:SO4 y se concentrd. A continuacion, la mezcla en bruto se absorbi6é sobre gel de silice y se purificd
por cromatografia ultrarrapida (eluyendo con 10 % de hexano/acetato de etilo) para dar el compuesto 41 como un
sélido blanco (407 mg, rendimiento 65 %).

Los Compuestos 42 y 43 fueron sintetizados utilizando el Método general de sintesis B.

Sintesis de 44: Al compuesto 43 (70 mg, 0,19 mmol, 1 eq.) en DMF (1 ml) se afadié Pd(PPhs)s (44 mg, 0,038
mmol, 0,2 eq.) y Zn (CN)2 (30 mg, 0,25 mmol, 1,1 eq). El vial se desgasificé con Nz durante 5 minutos antes de
taparlo. Después, la reaccion se calentd bajo irradiacion de microondas a 100 °C durante 1,5 horas. Todo el
disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en capa fina preparativa dando un sélido blanco (28
mg, rendimiento 42 %). EM m/z C10H7N302S2 [M + 1]* = 266,0; RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6) d ppm 9,09 (s, 1
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H), 4,12 (s a, 2 H) 2,60 (s, 3H).

Sintesis de 46: El compuesto 45 (40 mg, 0,142 mmol, 1 eq.), se preparé usando el Procedimiento general de
sintesis M, se recogié en 1 ml de MeOH. A esta solucién se afiadié6 NaOH 1 N (2,1 ml). La mezcla resultante se agitd
a temperatura ambiente antes de neutralizarse mediante la adicion de HCI 1N. La reaccion se purifico por HPLC
preparativa para ofrecer el compuesto 46 como un soélido blanco (12 mg, rendimiento 29 %). EM m/z C10HoN303S>
[M + 1]* = 284,0, observado 224. RMN de 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 8,83 (s, 1 H) 6,06-6,36 (m, 2 H)
4,20 (s, 2 H) 2,77 (s, 3 H).

6.17. Método general de sintesis N: Preparacion del acido 2-(3-cloro-2-metiltieno[3,2-c]piridin-4-iltio)acéti ___co

(50)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

0

G c O a ST
‘\N B = O
47 48

49

_— -
7 ‘\NO
S P
50

El Compuesto 47 esta disponible comercialmente. El compuesto 48 se sintetizd usando el Procedimiento general A.
Los compuestos 49 y 50 fueron sintetizados usando el procedimiento general B.

6.18. Método general de sintesis O: Preparacion del acido 2-(5,6-dimetilfuro[2,3-d]piridin-4-iltio)acético (5 5)

Este enfoque general para la sintesis de los compuestos abarcados por la invencion se ilustra por el ejemplo
especifico descrito a continuacion:

i 74 | N v ~N
B ————E—_

o” "NH; 5 N/) o | N/)

51 52 53

— 4 | J —= 4 | /)
O™ N 07N

Sintesis de 52: En un matraz de fondo redondo de 50 ml, se extrajo 2-amino-4,5-dimetilfurano-3-carbonitrilo 51 (1 g,
7,4 mmol) en acido férmico (15 ml) como disolvente. Esta mezcla se calenté a temperatura de reflujo durante 6
horas. La reaccion se enfrid6 a temperatura ambiente y se concentré6 con una bomba de vacio. A continuacion, se
extrajo en diclorometano, se lavd con H20. A continuacion, el producto bruto se paso a través de Na:SO4 y se
concentré para obtener el dimetilfuro pirimidinol bruto 52 como un producto bruto, que se usa directamente en la
siguiente etapa.

Sintesis de 53: Se suspendi6 el 5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidin-4-ol 52 (700 mg, 4,3 mmol, 1 eq.) en POCIz (10 ml,
100 mmol, 23 eq.) y se calent6 a 90 °C durante 3 horas. Después de enfriar, la reaccién se concentrd y el residuo se
enfrid a 0 °C. A continuacién se afiadié lentamente agua helada para asegurar el consumo completo de POCIs. La
solucion de color negro se extrajo tres veces con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron
dos veces con NaHCOs acuoso saturado, una vez con salmuera, se secaron sobre MgSOQas, se filtraron y se
concentraron, dando un solido marrén claro, 4-cloro-5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidina 53 (350 mg, rendimiento 55 %),
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que se us6 inmediatamente después del secado completo.

Sintesis de 54: Se suspendié 4-cloro-5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidina 53 (350 mg, 1,91 mmol, 1 eqg.) en metanol (10
ml) y se enfrié a 0 °C. Se afiadi6 lentamente 2-mercaptoacetato de metilo (0,13 ml, 2,0 mmol, 1,05 eq.), seguido de
la adicion lenta de TEA (0,39 ml, 3,84 mmol, 2,1 eq.). Después de agitar durante 90 minutos, se concentro la
reaccion. El residuo se recogio en acetato de etilo y se filtr6 a través de un tap6n de gel de silice para eliminar las
sales y algo de color. El filtrado se concentré y se purificé usando cromatografia en gel de silice con acetato de etilo
0-15 % en hexanos, obteniéndose 2-(5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 54 (420 mg, rendimiento
90 %) como un solido.

Sintesis de 55: Se extrajo 2-(5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acetato de metilo 54 (400 mg, 1,58 mmol, 1 eq.)
Se extrajo en THF (10 ml) y se afiadi6 NaOH acuoso 1 N (3,2 ml, 3,2 mmol,. 2 eq), con agitacion eficiente. Después
de 40 minutos, la reaccién se concentrd y el residuo se extrajo en agua, se enfrié a 0 °C y se acidificé a pH bajo con
HCI 1 N. El precipitado se recogié mediante filtracion a vacio, se lavé con agua. El secado a vacio durante toda la
noche dio el acido 2-(5,6-dimetilfuro[2,3-d]pirimidin-4-iltio)acético puro 55 (353 mg, rendimiento 94 %) como un
solido.

6.19. Método general de sintesis P: Preparaciéon del acido 2  -(7-ciclopropil-6-(trifluorometil)tieno[3,2-
d]pirimidin-4-iltio)acético (60):

-~
1 12 N HCI T ¢
S | ““)N S | “)N POCI; s SN
A P N\ P -
0 : N\
N 70 °C, 30 min N 110°C N,)
26 56 57
0 o) I
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@] O /\[(
| S—"XN Ru(Ph)sCly O
| RF S~y
N ) : S ‘ )
DIEA, MeOH, 0 °C N K2HPO, F N
CHACN
58 -78°9C a TA. 2 dias 59
bombilla fluorescente 25 W
OH
Yy
1N NaOH F F s | N 8]
THF <N N/)
60

Los compuestos 26, 56, 57, 58 y 60 fueron sintetizados usando el Método general de sintesis J.

Sintesis de 59: En un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con un Ru(phen)sCl2 (14 mg, 0,01 equiv) y
K2HPO4 (930 mg, 3 equiv) y la mezcla de reaccion se desgasificé a través de la evacuacion en vacio alternante y se
rellend con nitrogeno (x3) antes de afiadir MeCN (20 ml, 0,125 M) y 2-(7-ciclopropiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)
acetato de etilo 58 (500 mg, 1 equiv) mediante una jeringa. La solucion resultante se desgasific6 mediante
evacuacion en vacio alternante y se rellené con nitrégeno (x3) a -78 °C, permitiendo que la solucién se calentase a
temperatura ambiente en atmésfera de nitrdgeno entre cada iteracion. Se afiadié cloruro de trifllo (0,4 ml, 2
equivalentes) mediante una jeringa y el vial se sell6 con parafiim y se coloc6é a aproximadamente 2 cm de una
bombilla fluorescente compacta de 25 W. Después de 48 horas, la reaccion se inactivd con agua (2 ml) y se extrajo
con CH:Clz y las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSO4 y se concentraron en vacio. El material
bruto se purificé por HPLC preparativa usando condiciones neutras para dar 2-((trifluorometil)tieno[3,2-d]pirimidin-4-

19



10

15

20

ES 2536078 T3

itio)acetato de metilo 59 (62 mg) con un rendimiento del 10 %.

6.20. Compuestos representativos

Se prepararon numerosos compuestos y se ensayaron para determinar su actividad en uno o mas de los ensayos
descritos en la presente memoria. Algunos de estos compuestos se enumeran a continuacion en la Tabla 1, en la
que la columna "Prep" indica el método sintético general usado para preparar el compuesto nombrado. La columna
"Método de HPLC y tiempo (min)" se refiere a las siguientes condiciones de HPLC:

A: Sunfire C18 5u 4,6 x 50 mm, 10 % a 90 % de B, tiempo de gradiente = 2 min, velocidad = 3,5 ml/min, longitud
de onda = 220 y 254 nm, disolvente A = acetato de amonio acuoso 10 mM, disolvente B = acetonitrilo.

B: Sunfire C18 5u 4,6 x 50 mm, 10 % a 90 % de B, tiempo de gradiente = 2 min, velocidad = 3,5 ml/min, longitud
de onda = 254 y 280 nm, disolvente A = agua purificada, disolvente B = 95 % de metanol/5 % de agua con acido
trifluoroacético al 0,1 % (v/v).

La columna "Clso" proporciona la Clso de los compuestos medida usando el ensayo de union descrito en la presente
memoria, en la que: **** significa un valor de menos de o igual a 0,025 uM; *** Significa un valor de menos de o igual
a 0,05 uM; ** Significa un valor de menos de o igual a 0,1 uM; * Significa un valor de menos de o igual a 0,25 uM; y -
significa que la Clsp no se determind. La columna "CEso" proporciona las CEso de los compuestos medidas utilizando
el ensayo indicador descrito en la presente memoria, en el que: **** Significa un valor de menos de o igual a 1 pM;
*** Significa un valor de menos de o igual a 5 pM; ** Significa un valor de menos de o igual a 10 uM; * Significa un
valor de menos de o igual a 15 pM y — Significa que la CEso no se determind.

Tabla 1

Compuesto Prep Método de HPLC y Pureza Clso CEso
tiempo (min) (%)

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,742) 99 rkkk -
il)tio)-N-(furan-2-ilmetil)acetamida
acido 2-((5,6-dimetiltieno[2,3- B A (1,047) 99 ko ok
d]pirimidin-4-il)tio)acético
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,763) 100 Fkkk Fhkx
i)tio)-N-(5-metilisoxazol-3-il)acetamida
acido 2-((6,7-dihidro-5H- B A (1,188) 100 ko bl
ciclopenta[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-
il)tio)acético
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G - 90 Fkkk -
il)tio)-N-(2-fluorofenil)acetamida
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- H A (1,927) 100 Fkkk Fhkx
il)tio)acetato de metilo
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,493) 98 rkkk Fkkk
il)tio)-N-metilacetamida
1-(2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,397) 99 * -
iltio)acetil) piperidin-4-carboxamida
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- H A (2,235) 100 Fkkk Fhkx
il)tio)acetato de propilo
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- H A (2,370) 100 ko ok
iltio)acetato de butilo
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- H A (2,217) 100 ko ok
iltio)acetato de isopropilo
acido 2-((6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4- B A (0,915) 100 * *x
iltio)acético
acido 2-((7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4- B A (0,915) 100 * *
il)tio)acético
acido 2-((5-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4- B A (0,925) 100 * -
itio)acético
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,218) 100 Fkkk -
il)tio)N-(etilsulfonil)acetamida
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,440) 100 ke ok
iltio)acetamida
2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,760) 100 ko ok
il)tio)-N - ((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)
acetamida
N-(ciclopropilsulfonil)-2-((5,6- G A (1,235) 100 Fkkk -
dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-
iltio)acetamida
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Compuesto Prep Método de HPLC y Pureza Clso CEso
tiempo (min) (%)

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,970) 100 ik ok

iltio)-N-hidroxiacetamida

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,273) 97 * -

itio)-N-((5-metilpiridin-2-il)

sulfonil)acetamida

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,917) 99 Fkkk *x

iltio)-1- (isoindolin-2-il) etanona

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,700) 97 rkkk Fhkk

il)tio)-N-metoxi-N-metilacetamida

2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4- G A (1,820) 99 * -

itio)-N-(tiofen-2-ilmetil)acetamida

1-(5,6-dimetoxiisoindolin-2-il) -2-((5,6- G A (1,745) 100 Fkkk -

dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

iltio)etanona

N-ciano-2-((5,6-dimetiltieno[2,3- G A (1,162) 98 rkkk Fhkk

d]pirimidin-4-il)tio)acetamida

N-(4-cloro-1H-indazol-3-il)-2-((5,6- G A (1,733) 100 Fkkk -

dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

iltio)acetamida

N-(2-(dimetilamino)etil)-2-((5,6- G B (1,490) 99 - -

dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

iltio)acetamida

N-(3-(dimetilamino)propil)-2-((5,6- G B (1,522) 99 - -

dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

itio)acetamida

acido 2-((6-etil-5-metiltieno[2,3- B, E A (1,212) 100 rkkk -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-bromo-5-metiltieno[2,3- B,C A (1,145) 100 rkkk Fhkk

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-bromo-6-metiltieno[2,3- B A (1,213) 99 Fkkk Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-isopropil-5-metiltieno[2,3- B,D A (1,305) 100 rkk -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acetato de 2-((5-ciclopropil-6- B,D A (2,137) 100 rkkk -

metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)metilo

2-((6-ciclopropil-5-metiltieno[2,3- B,D A (2,190) 100 dkkk -

d]pirimidin-4-il)tio)acetato de metilo

acido 2-((5-ciclopropil-6-metiltieno[2,3- B,D A (1,238) 100 rkkk *kk

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-ciclopropil-5-metiltieno[2,3- B,D A (1,257) 99 - *kk

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-bromo-6-etiltieno [2,3- B A (1,408) 100 Fkkk Fkkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-bromo-7-metiltieno[3,2- B A (1,267) 99 rkkk -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-bromo-6-isopropiltieno [2,3- B A (1,345) 100 rkkk Fhkk

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3- B A (1,220) 92 Fkkk Fkkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-cloro-5-metiltieno[2,3- B A (1,265) 100 Fkkk -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6,7-dimetiltieno[3,2- B, D A (1,127) 99 ok -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-ciclopropil-7-metiltieno[3,2- B,D A (1,357) 98 - -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2- B A (1,138) 100 Fkkk Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((7-cloro-6-metiltieno[3,2- B A (1,052) 100 - -

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-(dimetilamino)-6- B, F A (1,088) 100 - -

metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético
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Compuesto Prep Método de HPLC y Pureza Clso CEso
tiempo (min) (%)

acetato de 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2- B A (1,983) 100 rkkk Fkkx

d]pirimidin-4-il)tio)metilo

acido 2-((7,9-dimetilpirido[3', B A (1,320) 100 - -

2".4,5]tieno[3,2-d]pirimidin-4-

itio)acético

acido 2-(pirido[3',2":4,5] tieno[3,2- B A (1,045) 100 - -

d]pirimidin-4-iltio) acético

2-(pirido [3',2":4,5] tieno[3,2-d]pirimidin- B A (1,770) 100 - -

4-iltio)acetato de metilo

acido 2-((5-cloro-6-etiltieno [2,3- B A (1,220) 100 Fkkk Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

acido 2-((5-cloro-6-isopropiltieno[2,3- I A (1,325) 100 Fkkk Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,893) 100 rkkk Fhkx

4-il)tio)-N-(2-cianoetil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,937) 100 Fkkk Fhkx

4-iltio)-N-(2-metoxietil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,663) 100 - Fhkx

4-il)tio)-N-(2- (piperidin-1-

il)etil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,123) 100 - -

4-il)tio)-N-(2-metil-2-morfolinopropilo)

acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,638) 99 - -

4-il)tio)-N-(2-metil-2-(pirrolidin-1-

il)propil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,687) 96 - -

4-iltio)-N-(2-metoxietil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,658) 100 - -

4-il)tio)-N-(2- (piperidin-1-il) etil)

acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,805) 100 rkkk Fhkx

4-il)tio)-N-(2-cianoetil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,008) 100 rkkk Fhkx

4-il)tio)-N-etilacetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,020) 100 - -

4-iltio)-N, N-dimetilacetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,818) 98 - -

4-iltio)-N-(2-morfolinoetil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,150) 99 - -

4-il)tio)-N-propilacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,918) 100 Fkkk Fhkx

4-il)tio)-N-etilacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,580) 99 - -

4-il)tio)-N-(2-metil-2-(piperidin-1-

yl)propil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,105) 100 rkkk -

4-il)tio)-N-propilacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,778) 99 Fkkk Fkkx

4-il)tio)-N-(2-morfolinoetil) acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,523) 100 rkkk Fkkk

4-iltio)-N N-dimetilacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,172) 100 - -

4-iltio)-N-(4-metoxibencil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,768) 99 Fkkk -

4-iltio)-N-(piridin-4-ilmetil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,155) 100 rkkk -

4-il)tio)-N-(tiofen-2-ilmetil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,968) 99 rkkk -

4-il)tio)-N-(2-(4-metiltiazol-2-il)etil)
acetamida
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2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,320) 100 - -

4-il)tio)-1-(4,4-difluoropiperidin-1-

il)etanona

N-(2-(1H-pirazol-4-il)etil) -2-((5-cloro-6- G A(1,712) 100 xkx Fkkx

metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

iltio)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,107) 100 - -

4-il)tio)-N-(4-cianobencil) acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,203) 100 - -

4-il)tio)-N-(4-fluorobencil)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (2,083) 100 Fkkk Fhkx

4-iltio)-N-(furan-2-ilmetil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,257) 99 - -

4-il)tio)-N-(4-metoxibencil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,970) 97 - -

4-il)tio)-N-(4-fluorobencil)acetamida

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,247) 100 - Fkkx

4-il)tio)-N-(tiofen-2-ilmetil)acetamida

2-(2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2- G A (2,420) 100 - -

d]pirimidin-4-il)tio)acetil)isoindolin-4-

carboxilato de metilo

N-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)-2-((5-cloro- G A (1,532) 100 rkkk -

6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-

itio)acetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,930) 100 Fkkk Fhkx

4-il)tio)N-(cianometil)acetamida

2-((6-(terc-butil) tieno[3,2-d]pirimidin-4- B A (2,375) 100 - -

iltio)acetato de metilo

2-((6-ciano-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- B (2,498) 97 - Fhkx

4-il)tio)acetato de metilo

acido 2-((6-ciano-7-metiltieno[3,2- M A (1,330) 96 - Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)acético

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (2,003) 99 rkkk Fhkx

4-il)tio)N-cianometil)acetamida

acetato de 2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3- H A (2,587) 100 Fkkk Fhkx

d]pirimidin-4-il)tio)isopropilo

2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin- G A (1,605) 100 - -

4-il)tio)-N-(1-metilpiperidin-4-

illacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,947) 100 - -

4-il)tio)-1-(4-isopropilpiperazin-1-il)

etanona

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,557) 99 - -

4-il)tio)-N-(1-metilpiperidin-4-

illacetamida

acido 2-(2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3- G,B A (1,648) 100 - Fhkk

d]pirimidin-4-il)tio)-N-metilacetamido)

acético

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,522) 100 - Fhkx

4-iltio)-N-(metilsulfonil) acetamida

acido 2-((6-cloro-7-ciclopropiltieno[3,2- J A (1,927) 97 rkkk Fhkk

d]pirimidin-4-il)tio)acético

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G B (2,543) 100 - *kk

4-il)tio)-N-(1-hidroxipropan-2-

illacetamida

2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin- G A (1,623) 99 - -

4-il)tio)-N-(1,3-dihidroxipropan-2-il)

acetamida

carboxilato de (S)-1-(2-((5-cloro-6- G A (2,173) 99 - -

metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acetil)
pirrolidina-2-metilo
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Compuesto Prep Método de HPLC y Pureza Clso CEso
tiempo (min) (%)
acido 2-((5-cloro-6-propiltieno [2,3- B A (1,452) 97 rkkk Fkkx
d]pirimidin-4-il)tio)acético
acetato de 2-((6-cloro-7- J A (2,858) 100 dkkk -
ciclopropiltieno[3,2-d]pirimidin-4-
itio)metilo

acido 2-((7-ciclopropil-6-metiltieno[3,2- K A (1,305) 100 Fkkk Fhkx
d]pirimidin-4-il)tio)acético
acido 2-((3-cloro-2-metiltieno[3,2-c] - - - - ok
piridin-4-il)tio)acético
acido 2-(7-ciclopropil-6- J, P A (1,665) 96 Fkkk Fkkx
(trifluorometil)tieno[3,2-d]pirimidin-4-il)
tio)acético)

2-(7-ciclopropil-6- J,P A (2,495) 95 ko ok
(trifluorometil)tieno[3,2-d]pirimidin-4-
iltio)acetato

6.21. Farmacologia del acido 2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]p___irimidin-4-il)tio)acético

HO\fO

S
N7 =y
|
LN/S

En un primer estudio, el efecto in vivo del acido 2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético se determiné
mediante el tratamiento de ratones hibridos macho F1 (129 x C57) durante 25 dias con el compuesto, comenzando
desde las 10,7 semanas de edad. El compuesto se administré en la dieta de los animales. Se utilizaron cuatro
grupos de ratones: control (N = 12); 25 mg/kg de compuesto (N = 9); 83 mg/kg de compuesto (N = 9); y un grupo
adicional en el que se administré en la dieta Li2COz (0,1 %) (N = 9).

Se midi6 el espesor cortical de la diafisis media del fémur utilizando un Scanco uCT40. En comparacién con el grupo
de control, se observd un aumento en el espesor del hueso cortical con ambas dosis del compuesto: 9 % (p = 0,04)
a 25 mg/kg; y 8% (p = 0,07) a 83 mg/kg. Para el grupo de Li2COs se observé una disminucion en el espesor del
hueso cortical del 2 % (p = 0,90).

En un segundo estudio se determiné el efecto in vivo del acido 2-((5,6-dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético
mediante el tratamiento de ratones hibridos macho F1 (129 x C57) durante 25 dias con el compuesto, de nuevo a
partir de las 10,7 semanas de edad. El compuesto se administré en la dieta de los animales. Se utilizaron cuatro
grupos de ratones: control (N = 12); 1 mg/kg de compuesto (N = 9); 8 mg/kg de compuesto (N = 9); y 24 mg/kg de
compuesto (N = 9). Como se muestra en la Figura 5, los ratones tratados con 8 mg/kg mostraron un aumento del
4 % (p = 0,19) en el espesor cortical de la diafisis media del fémur y los ratones tratados con 24 mg/kg presentaban
un aumento del 6 % (p = 0,05).

6.22. Farmacologia del &cido 2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3  -d]pirimidin-4-iltio)acético
HOTO
S

N7 TR
I
L Ps

La farmacologia del acido 2-((5-cloro-6-metiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético se estudié en ratas Fischer 344
ovariectomizadas. Las ratas se sometieron a ovariectomia o cirugia simulada a las 43 o0 46 semanas de edad y el
tratamiento con el compuesto se inici6 a las 37 0 40 semanas después, a las 83 semanas de edad.

Se utilizaron cuatro grupos de tratamiento: cirugia simulada con administracion de dieta control (N = 14); cirugia
simulada con administracién del compuesto (N = 12); cirugia OVX con administracion de dieta control (N = 14) y
cirugia OVX con administracion del compuesto (N = 12). El compuesto se administré mediante su incorporaciéon en
la dieta de las ratas: 0,46 gramos de compuesto por kg de dieta. La dosis diana fue 30 mg/kg. La administracion se
produjo durante cinco semanas.
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La masa 6sea y la arquitectura se determind por microCT, utilizando un Scanco yCT40. Como se muestra en la
Figura 6, el tratamiento aumentoé el espesor cortical éseo de la diafisis media del fémur tanto del grupo de cirugia
simulada como OVX: 3 % en ratas intactas y 5 % en ratas ovariectomizadas. La diferencia entre los espesores de
hueso cortical del control simulado y del control OVX era -13 %. Los valores ANOVA de dos factores fueron: p
<0,001 para la cirugia OVX; p = 0,05 para el tratamiento y p = 0,65 para la interaccion.

Como se muestra en la Figura 7, el tratamiento también aumenté el espesor cortical de la diafisis media en los
grupos simulado y OVX: 2 % en ratas intactas y 5 % en ratas ovariectomizadas. Los valores ANOVA de dos factores
fueron: p = 0,79 para la cirugia OVX; p = 0,05 para el tratamiento y p = 0,52 para la interaccién.

6.23. Farmacologia del &cido 2-((5-cloro-6-isopropiltieno [2,3-d]pirimidin-4-iDtio)acético

HOTO

S cl
N

El efecto in vivo del acido 2-((5-cloro-6-isopropiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético se determind mediante el
tratamiento de ratones hibridos macho F1 (129 x C57) durante 25 dias con el compuesto, a partir de las 8,7
semanas de edad. El compuesto se administr6 dos veces al dia por sonda oral (vehiculo = Tween 80 0,1 % en
agua). Se utilizaron cuatro grupos de ratones: control (N = 13); 5 mg/kg de compuesto (N = 13); 10 mg/kg de
compuesto (N = 13); 15 mg/kg de compuesto (N = 13).

El espesor cortical de la diafisis media del fémur se midié por microCT (Scanco uCT40). En comparacion con el
grupo de control, se observé un aumento en el espesor del hueso cortical en todas las dosis: 6 % (p = 0,002) a 5
mg/kg; 5 % (p = 0,007) a 10 mg/kg y 6 % (p = 0,001) a 15 mg/kg.

6.24. Farmacologia del &cido 2-((6-cloro-7-ciclopropiltie no[3,2-d]pirimidin-4-iNtio)acético

HOTO

S
N
i//(]

N

El efecto in vivo del acido 2-((6-cloro-7-ciclopropiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)acético se determin6 mediante el
tratamiento de ratones hibridos macho F1 (129 x C57) durante 25 dias con el compuesto, a partir de las 8,7
semanas de edad. El compuesto se administr6 por sonda oral diaria (vehiculo = Tween 80 0,1 % en agua). Se
utilizaron cuatro grupos de ratones: control (N = 13); 3 mg/kg de compuesto (N = 13); 10 mg/kg de compuesto (N =
13); 30 mg/kg de compuesto (N = 13).

El espesor cortical de la diafisis media del fémur se midié por microCT (Scanco uCT40). Como se muestra en la
Figura 8, se observd un aumento en el espesor cortical 6seo en todas las dosis en comparacion con el control: 7 %
(p = 0,003) a 3 mg/kg; 10 % (p <0,001) a 10 mg/kg y 13 % (p <0,001) a 30 mg/kg.

6.25. Farmacologia del &cido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2  -d]pirimidin-4-iDtio)acético

OTO H
S

En un primer experimento, el efecto in vivo del acido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)acético se
determiné mediante el tratamiento de ratones hibrido macho F1 (129 x C57) durante 25 dias con el compuesto, a
partir de las 54 semanas de edad. El compuesto se administré por sonda oral diaria (vehiculo = Tween 80 0,1 % en
agua). Se utilizaron tres grupos de ratones: control (N = 10); 10 mg/kg de compuesto (N = 10); y 100 mg/kg de
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compuesto (N = 10). Se observé un aumento en el espesor del hueso cortical de la diafisis media del fémur, medido
por microCT (Scanco uCT40) con ambas dosis en comparacién con el control: 6 % (p = 0,06) con 10 mg/kgy 7 % (p
= 0,03) con 100 mg/kg. En este experimento, como era generalmente el caso, los datos del espesor cortical de la
diafisis media del fémur se obtuvieron utilizando el fémur derecho de cada ratén. En este experimento, los resultados
para el grupo de dosis de 10 mg/kg incluyen una mediciéon del fémur izquierdo para uno de los ratones, cuyas
medidas del fémur derecho eran aberrantes.

En un segundo experimento, el efecto in vivo del acido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)acético se
determiné mediante el tratamiento de ratones hibridos macho F1 (129 x C57) durante siete y 18 dias con el
compuesto, a partir de las 8,1 semanas de edad. El compuesto se administré6 en la dieta de los animales. Se
utilizaron tres grupos de ratones: control (N = 9); 34 mg/kg de compuesto durante siete dias (N = 9) y 34 mg/kg de
compuesto durante 18 dias (N = 9). Como se muestra en la Figura 9, se observé un incremento en el espesor del
hueso cortical de la diafisis media del fémur en comparacion con el control: 6 % (p = 0,13) después de siete dias de
tratamiento y 10 % (p <0,01) después de 18 dias de tratamiento.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2536078 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula:

OTX
SO Rq
"!( ) A\ R,

Rg)\N s

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

X es OR1g 0 N(R1g)2;

cada Ris es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

R2 es hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(R2a)2, -SR2a, -OR2a, -N(R2a)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Roa es independientemente hidrégeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

Rz es hidrégeno, halo, ciano, -CO2R3a, -C(O)N(Rs3a)2, -SRs3a, -ORza, -N(Rza)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -ORsa, -N(Rsa)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrégeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos; y

neslo?2;

en el que "opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino
(incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o hidroxilo.

2. Un compuesto de la formula:

OTX
SO
O )=
RZ/LN ‘2
Rs

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

X es OR1g 0 N(R1g)2;

cada Ris es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

R2 es hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(R2a)2, -SR2a, -OR2a, -N(R2a)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Roa es independientemente hidrégeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

Rs es hidrégeno, halo, ciano, -CO2R3a, -C(O)N(Rs3a)2, -SR3a, -OR3a, -N(Rsa)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

R4 es hidrégeno, halo, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente sustituidos;

Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -ORsa, -N(Rsa)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos; y

neslo?2;
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en el que "opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino
(incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o hidroxilo.

3. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que X es OR1s.

4. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que Rig es hidrogeno, o alquilo o arilo
opcionalmente sustituidos.

5. El compuesto de la reivindicacion 4, en el que Ris es hidrogeno o alquilo.

6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que Rz es hidrégeno o alquilo opcionalmente
sustituido.

7. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que Rs es alquilo o halo.

8. El compuesto de la reivindicacion 7, en el que Rs es cloro.

9. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que Rs es alquilo o halo.

10. El compuesto de la reivindicacién 9, en el que Rs es alquilo Ci.4.

11. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, compuesto que es el acido 2-((5,6-
dimetiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético, el acido 2-((5-cloro-6-isopropiltieno[2,3-d]pirimidin-4-il)tio)acético), el acido
2-((6-cloro-7-ciclopropiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il)tio)acético) o el acido 2-((6-cloro-7-metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-

iltio)acético.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y un
excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptables.

13. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso como un medicamento para el tratamiento
0 manejo de una enfermedad o trastorno caracterizado por pérdida 6sea.

14. Un compuesto de la férmula:

OTX
S Rs

=

RzA\N S ;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso como un medicamento para el tratamiento 0 manejo de
una enfermedad o trastorno caracterizado por pérdida 6sea, en la que:

X es ORi1s 0 N(R1s)z;

cada Ris es independientemente hidrégeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

R2 es hidrégeno, halo, -CO2R2a, -C(O)N(R2a)2, -SR2a, -OR2a, -N(R2a)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada R2a es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

Rz es hidrégeno, halo, ciano, -CO2Rza, -C(O)N(Rsza)2, -SRs3a, -ORza, -N(Rza)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrégeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos;

Rs es hidrégeno, halo, -CO2Rsa, -C(O)N(Rsa)2, -SRsa, -ORsa, -N(Rsa)2, 0 alquilo, arilo, heteroalquilo o
heterociclo opcionalmente sustituidos;

cada Rsa es independientemente hidrogeno, o alquilo, arilo, heteroalquilo o heterociclo opcionalmente
sustituidos; y

neslo?2;

en el que "opcionalmente sustituidos" significa opcionalmente sustituidos con uno o mas de alcoxi, alquilo, amino
(incluyendo alquilamino, dialquilamino), arilo, acido carboxilico, ciano, halo, haloalquilo, heterociclo o hidroxilo.

28
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