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La presente invencion se refiere a dos familias de
derivados de 5-nitroindazol que poseen propiedades
antiparasitarias y a su empleo para la fabricacion de
un medicamento, preferentemente para el tratamiento
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tales como la enfermedad de Chagas, la
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DESCRIPCION

DERIVADOS DE S5-NITROINDAZOL Y SU USO COMO AGENTES
ANTIPROTOZOARIOS

Sector de la Técnica

La presente invencion se refiere a dos familias de compuestos derivados de 5-
nitroindazol, a su procedimiento de preparacion y a su uso para la fabricacion de
medicamentos para el tratamiento de infecciones, particularmente las provocadas por
protozoos de las familias Trypanosomatidae y Trichomonadidae. La invencion, por

tanto, se engloba dentro del sector farmacéutico.

Estado de la técnica

Los protozoos son los agentes etiologicos de varias de las principales enfermedades
parasitarias. Muchas de estas infecciones se concentran en las zonas mas pobres del
planeta y se consideran "enfermedades tropicales desatendidas". Los tratamientos
farmacologicos existentes para muchas de estas protozoosis estin lejos de ser
satisfactorios y el desarrollo de una vacuna es un objetivo todavia inalcanzado. Las
terapias existentes en la actualidad no son adecuadas debido esencialmente a varios
factores, tales como los indices terapéuticos bajos que conducen a altas toxicidades y
efectos secundarios inaceptables, la aparicion de parésitos resistentes, la dificultad de
cumplimiento del tratamiento debido a protocolos complejos, los altos precios que

estan fuera del alcance de los pacientes en los paises afectados, etc.

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana), ocasionada por el protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi (fam. Trypanosomatidae), es una antropozoonosis
transmitida principalmente a través de las heces contaminadas de chinches
hematéfagas. Se estima que en todo el mundo hay unos 7 millones de personas
infectadas y alrededor de 25 millones mas en riesgo de contraer la enfermedad, que
provoca mas de 7.000 muertes anuales, principalmente en 21 paises latinoamericanos
donde es endémica (WHO, Investing to overcome the global impact of Neglected
Tropical Diseases. Third WHO report on Neglected Tropical Diseases, 2015). Sin

embargo, la existencia de otras rutas de transmision alternativas a la vectorial
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(transfusion de sangre contaminada, trasplante de organos infectados o por via
congénita), junto con las migraciones internacionales producidas en las ultimas
décadas, han hecho de la enfermedad de Chagas una patologia emergente en diversos
paises desarrollados; en Espafia, se estima que puede haber unas 85.000 personas
infectadas, principalmente de origen boliviano (Schmunis, G.A. y Yadon, Z.E., Acta

Trop. 2010, 115, 14-21).

La enfermedad de Chagas presenta una fase aguda inicial de entre 1-2 meses de
duracion, generalmente asintomadtica o leve y con parasitemia detectable. Tras una
fase indeterminada, entre el 30-40% de los pacientes evolucionan hacia una fase
cronica que se manifiesta 10-30 afios después de la infeccion. Esta se caracteriza por
la presencia de lesiones cardiacas y digestivas irreversibles, que surgen como
consecuencia de lesiones inflamatorias (Rassi Jr., A. et al., Lancet 2010, 375, 1388-

1402) producidas por la persistencia del parasito junto con reacciones de caricter

autoinmune (Marin-Neto, J.A. et al., Circulation 2007, 115, 1109-1123).

Actualmente no se dispone de vacuna ni tratamiento completamente eficaz para la
enfermedad de Chagas. Los dos tUnicos farmacos hasta hoy disponibles, los
nitroheterociclos nifurtimox y benznidazol, se desarrollaron hace mas de cuarenta
anos (Coura, J.R. et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2009, 104, 549-554). Ambos son
bastante efectivos en la fase aguda, pero su eficacia en la fase cronica es muy limitada.
Por otra parte, la aparicion de cepas de 7. cruzi resistentes a estos farmacos ha dado
lugar a variaciones en su eficacia ligadas a la zona geografica. Ademds, ambos
compuestos presentan efectos secundarios de caracter severo, pero el benznidazol es
mejor tolerado por los pacientes y generalmente se considera el tratamiento de
eleccion para la enfermedad de Chagas (Urbina, J.A., Acta Trop. 2010, 115, 55-68,
Rassi Jr.,, A. et al., Lancet 2010, 375, 1388-1402).

En los ultimos afios se han descrito muchos compuestos con actividad antichagasica,
asi como diferentes dianas moleculares potenciales del parasito (Guedes, P.M.M. et
al., Expert Rev. Anti-Infect. Ther. 2011, 9, 609-620; Urbina, J.A., Acta Trop. 2010,
115, 55-68; Cerecetto, H. y Gonzalez, M., Pharmaceuticals 2010, 3, 810-838;
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Sanchez-Sancho, F. et al., Curr. Med. Chem. 2010, 17, 423-452; Soeiro, M.N.C. y de
Castro S.L., Expert Opin. Ther. Targets 2009, 13, 105-121).

Especial interés han despertado los azoles antifingicos inhibidores de la sintesis de
esteroles, pero estudios clinicos recientes han resultado muy decepcionantes,
mostrando que estos compuestos son bastante menos efectivos que el benznidazol, al

menos como quimioterapia unica (Chatelain, E., J. Biomol. Screen. 2015, 20, 22-35).

Todos estos hechos ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas y, por otra
parte, se ha sefialado recientemente que los derivados nitroheterociclicos siguen
representando la unica alternativa real en la lucha antichagéasica (Moraes, C.B. et al.,

Sci. Rep. 2014, 4, 4703; DOIL:10.1038/srep04703).

Se ha descrito también la actividad antichagdsica de diversos 5-nitroindazoles con
estructuras y patrones de sustitucion completamente diferentes de los que poseen los
compuestos incluidos en esta invencion: 1-alquilindazol-3-oles (Arén, V.J. et al.,
Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 3197-3207; Boiani, L. et al., Eur. J. ‘Med. Chem. 2009,
44, 1034-1040), 3-alcoxiindazoles (Montero-Torres, A. et al., Bioorg. Med. Chem.
2005, 13, 6264-6275), 3-alcoxi-1-alquilindazoles (Ardn, V.J. et al., Bioorg. Med
Chem. 2005, 13, 3197-3207; Boiani, L. et al., Eur. J Med Chem. 2009, 44, 1034-
1040; Rodriguez, J. et al., Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 1545-1553; Rodriguez, J. et
al., Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 8186-8196; Vega, M.C. et al., Eur. J. Med. Chem.
2012, 58, 214-227; Muro, B. et al., Eur. J Med Chem. 2014, 74, 124-134), indazolin-
3-onas 1,2-condensadas (Diaz-Urrutia, C.A. et al., Spectrochim. Acta 4 2012, 95, 670-
678) y 1,1’-hidrocarbilenbis(3-alcoxi- y 3-hidroxiindazoles) (Aguilera-Venegas, B. et
al., Int. J. Electrochem. Sci. 2012, 7, 5837-5863).

También se conoce la actividad frente a Trypanosoma brucei rhodesiense, agente
etiologico de la enfermedad del suefio africana, de diversos derivados de S5-
nitroindazol:  1l-alquil- y l-arilindazol-3-oles, 2-alquilindazolin-3-onas, 3-

alcoxiindazoles, 3-alcoxi-1-alquilindazoles, indazolin-3-onas 1,2-condensadas, y 1,1’-
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hidrocarbilenbis(3-alcoxiindazoles) (Aran, V.J. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012,
22, 4506-4516), asi como las propiedades leishmanicidas de algunos 3-alcoxi-1-
alquilindazoles (Boiani, L. et al., Eur. J Med. Chem. 2009, 44, 1034-1040; Marin, C.
et al., Acta Trop. 2015, 148, 170-178) que habian mostrado previamente actividad

frente a 7. cruzi.

En la presente invencidn se proponen 5S-nitroindazolin-3-onas 1,2-disustituidas como

agentes antichagésicos.

En este contexto, se ha descrito en los dltimos afios la sintesis y propiedades
antichagasicas de algunas indazolinonas relacionadas (Montero-Torres, A. et al.,
Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 6264-6275; Vega, M.C. et al., Eur. J Med Chem.
2012, 58, 214-227; Mura, F. et al., J. Spectrosc. Dyn. 2013, 3, articulo 8; Fonseca-
Berzal, C. et al., Parasitol. Res. 2014, 113, 1049-1056), asi como la escasa actividad
anti-7T. cruzi de los 3-alcoxi-2-alquilindazoles isomeros (Vega, M.C. et al., Fur. J
Med. Chem. 2012, 58, 214-227; Mura, F. et al., J Spectrosc. Dyn. 2013, 3, 8;
Fonseca-Berzal, C. et al., Parasitol. Res. 2014, 113, 1049-1056).

También se conoce la actividad frente a 7. brucei rhodesiense (Aran, V.J. et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 4506-4516) de algunas 5-nitroindazolinonas 1,2-
disustituidas, asi como sus propiedades antiinflamatorias (Marrero-Ponce, Y. et al.,

Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 5736-5753).

Las indazolin-3-onas 1,2-disustituidas previamente publicadas presentan en posicion 1
grupos alquilo simples (metilo, propilo, isopropilo, butilo y pentilo) o bencilo. En la
presente invencidn se muestra como estos grupos pueden ser sustituidos por grupos
alquilo complejos, conteniendo insaturaciones o diversas funcionalidades variadas
(halégeno, carboxilo, éster, éter, alcohol, amida, etc.) o por grupos acilo o sulfonilo,
pudiéndose obtener compuestos mas activos y menos toxicos que los previamente
conocidos ademas de aumentar la solubilidad en agua de los compuestos mediante la
introduccion de grupos polares pudiendo presentar, asi, un comportamiento

farmacocinético mas apropriado.
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Por otra parte, Trichomonas vaginalis (fam. Trichomonadidae) es el agente causal de
la tricomonosis, una infeccion de transmision sexual (ITS) responsable de mas del
50% de todas las ITS curables del mundo. Segun los ultimos datos estimados por la
Organizacion Mundial de la Salud y publicados en 2012, se producen més de 276
millones de infecciones cada afio (WHO, Global incidence and prevalence of selected

curable sexually transmitted diseases — 2008, 2012).

Este protozoo es transmitido inicamente mediante contacto sexual. Se caracteriza por
mostrar un amplio rango de manifestaciones clinicas que pueden ocasionar casos
graves de inflamacion de conductos genitourinarios acompafiados de una leucorrea
caracteristica, eritema, prurito, disuria, infertilidad o la formacion de pequeiias
lesiones denominadas “colpitis macularis” en el cuello uterino. En el hombre, esta
infeccidon puede derivar en una uretritis no gonocécica y la alteracion de la viabilidad
y movilidad espermatica (Swygard, H. et al., Sex. Transm. Infect. 2004, 80, 91-95;
Lewis, D.A., Medicine (Baltimore) 2010, 38, 291-293). Sin embargo, los estudios
epidemiologicos revelan que al menos la mitad de las mujeres asi como el 80% de los
varones infectados no presentan sintomas, convirtiéndose en portadores asintomaticos

y potenciales transmisores de esta infeccion.

La tricomonosis urogenital humana se ha asociado a distintas complicaciones como
problemas durante la gestacion o neonatos con bajo peso, partos prematuros, etc.
(Cotch, M.F. et al., Sex. Transm. Dis. 1997, 24, 353-360). Asimismo, esta ITS
también aumenta el riesgo de desarrollo de neoplasia cervical (Viikki, M. et al., Acta
Oncol. 2000, 39, 71-75) y de prostata (Sutcliffe, S. et al.,, Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev. 2006, 15, 939-945), asi como una mayor predisposicion a la
coinfeccion con otras ITS de origen bacteriano, virico, etc. (Schwebke, J.R. y Burgess,
D., Clin. Microbiol. Rev. 2004, 17, 794-803; Cherpes, T.L. et al., Sex. Transm. Dis.
2006, 33, 747-752; Allsworth, J.E. et al., Sex. Transm. Dis. 2009, 36, 738-744,
McClelland, R.S. et al., J. Infect. Dis. 2007, 195, 698-702).
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La tricomonosis se trata preferentemente con el nitroheterociclo metronidazol,
introducido en el mercado hacia 1960. Actualmente, el metronidazol y el tinidazol,
ambos de la misma familia de 5-nitroimidazoles, son los dos tnicos medicamentos
aceptados por la Food and Drug Administration (FDA) para tratar esta ITS (Crowell,
AL, et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2003, 47, 1407-1409). Sin embargo, no
existen alternativas eficaces para aquellos pacientes que desarrollen efectos
secundarios, que muestren hipersensibilidad o en los que su uso esté contraindicado.
Por otra parte, se estima que aproximadamente el 5% de los casos diagnosticados de
tricomonosis son causados por un aislado resistente a nitroimidazoles (Vizquez, F. et

al., Enferm. Infecc. Microbiol. Clin. 2001, 19, 114-124).

Por todo ello, es necesaria la busqueda de alternativas farmacologicas para el
tratamiento de esta enfermedad. En la presente invencidon se proponen 3-alcoxi-2-

alquil-2H-indazoles.

Se ha estudiado la actividad tricomonicida de ciertas indazolin-3-onas 1,2-
disustituidas (Ibafiez Escribano, A. et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2012, 107, 637-
643), asi como la de diversos derivados de 5-nitroindazol con estructuras y patrones
de sustitucién completamente diferentes de los que poseen los compuestos objeto de
esta invencion: 1-alquilindazol-3-oles (Marrero-Ponce, Y. et al., Curr. Drug Discov.
Technol. 2005, 2, 245-265; Marrero-Ponce, Y. et al., Bioorg. Med. Chem. 2006, 14,
6502-6524), 2-alquilindazol-3-onas, 3-alcoxiindazoles, indazol-3-onas 1,2-
condensadas y 1,1’-hidrocarbilenbis(3-hidroxiindazoles) (Marrero-Ponce, Y. et al.,
Curr. Drug Discov. Technol. 2008, 2, 245-265), y 3-alcoxi-1-alquilindazoles (Arén,
V.J. et al., Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 3197-3207). Pero la actividad frente a T.
vaginalis de los 3-alcoxi-2-alquilindazoles, objeto de esta invencion, no se encuentra

descrita en la literatura.

Descripcion detallada de la invencion

Derivados de 5-nitroindazol y su uso como agentes antriprotozoarios.
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La presente invencion se refiere a dos grupos de compuestos derivados de 5-
nitroindazol, féacilmente asequibles, que poseen actividad bioldgica frente a

determinados protozoos patogenos.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a dos diferentes tipos de compuestos, de
formulas generales (I) y (IT). Los compuestos de tipo (I) son 5-nitroindazolin-3-onas
1,2-disustituidas y presentan, en general, actividad frente a Trypanosoma cruzi,
mientras que los de tipo (II) son 3-alcoxi-2-alquil-2H-indazoles que presentan

actividad frente a Trichomonas vaginalis.

O,N ON R
N - N
N N N N
R I X _JTX

Formula (1) Férmula (Il)

donde R puede ser:

- un grupo alquenilo o alquinilo de 2-6 atomos de carbono y con ¢l enlace miltiple en
las diversas posiciones posibles; se excluye especificamente la 1-alil-2-bencil-5-
nitroindazolinona [compuesto tipo (I)] descrita como intermedio sintético en una

patente [Qin, D. et al. (GSK), W02012162129 Al].

- un grupo polimetilénico de longitud variable [(CHz)a, n = 1-6] con sustituyentes
terminales de tipo Br, OH, COOR (R = H o alquilo de 1-5 carbonos), CONR'R? (R!
y/o R? = H o alquilo de 1-5 carbonos), CN u OR (R = grupos alquilo o acilo de 1-5

carbonos).

- un grupo alcoxicarbonilo con el grupo alcoxilo de 1-5 atomos de carbono.

- un grupo acilo alifatico (de 1 a 5 atomos de carbono) u aromaético (benzoilo o
benzoilo o benzoilos diferentemente sustituidos en las posiciones 2, 3 o 4 con grupos

tales como F, Cl, Br, OH, OR, NH2, NOz o CN).
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- un grupo sulfonilo alifatico o aromaético,

y X puede ser cualquier sustituyente de los que pueden encontrarse habitualmente en
las posiciones 2, 3 0 4 de un grupo bencilo, tales como grupos alquilo sencillos o
ramificados de 1-5 atomos de carbono, grupos trifluorometilo (CF3), atomos de
halégeno (F, Cl, B), grupos hidroxilo o alcoxilo (OH y OR; R = alquilo), grupos
amino primario, secundario o terciario (NH, NHR, NRy; R = alquilo), nitro (NO2) o

ciano (CN).

En compuestos de tipo (I), cuando R = CH>COOH, se excluyen especificamente
derivados con dos atomos de halégeno en el sustituyente bencilico que han sido
estudiados como inhibidores de aldosa reductasa (Malamas, M.S. y Millen, J., J Med.
Chem. 1991, 34, 1492-1503).

En una realizacion més preferida, la presente invencion se refiere a un compuesto

[Formula (I)] que se selecciona de la lista siguiente:

2-Bencil-5-nitro-1-propargil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (2)
2-Bencil-1-(2-bromoetil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (3)
2-Bencil-1-(3-bromopropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (4)
2-Bencil-1-(metoxicarbonil)metil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (5)
2-Bencil-1-cianometil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (6)
2-Bencil-1-[2-(metoxicarbonil)etil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (7)
2-Bencil-1-[3-(etoxicarbonil)propil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (8)
2-Bencil-1-(2-hidroxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (9)
2-Bencil-1-(3-hidroxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (10)
2-Bencil-1-(2-metoxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (11)
2-Bencil-1-etoxicarbonil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (12)
2-Bencil-1-benciloxicarbonil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (13)
1-Acetil-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (14)
2-Bencil-1-benzoil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (15)
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2-Bencil-5-nitro-1-tosil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (16)
2-Bencil-5-nitro-1-vinil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (24)
2-Bencil-1-(2-carboxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 A-indazol-3-ona (25)
2-Bencil-1-(3-carboxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (26)
2-Bencil-1-(3-carbamoilpropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (27)
2-Bencil-1-[3-(metilcarbamoil)propil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (28)
2-Bencil-1-[3-(dimetilcarbamoil)propil ]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (29)
2-Bencil-1-(3-etoxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (30)
1-(2-Acetoxietil)-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona (31)

o sus solvatos o profarmacos.

En otra realizacion mas preferida, la presente invencion se refiere a un compuesto

[Férmula (IT)] que se selecciona de la lista siguiente:

2-Bencil-3-(2-bromoetoxi)-5-nitro-2 H-indazol (17)
2-Bencil-3-(3-bromopropoxi)-5-nitro-2 H-indazol (18)
2-Bencil-3-(metoxicarbonil)metoxi-5-nitro-2 H-indazol (19)
2-Bencil-3-[2-(metoxicarbonil)etoxi]-5-nitro-2 H-indazol (20)
2-Bencil-3-(2-hidroxietoxi)-5-nitro-2 H-indazol (21)
2-Bencil-3-(3-hidroxipropoxi)-5-nitro-2 H-indazol (22)
2-Bencil-3-(2-metoxietoxi)-5-nitro-2 H-indazol (23)

o sus solvatos o profarmacos.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al procedimiento de obtencion de
un compuesto de formula general (I) o (II); como consecuencia del caracter tautomero
de la 5-nitroindazolin-3-ona (1), algunos de estos compuestos se obtienen a la vez al
hacer reaccionar el producto de partida bajo condiciones diversas con agentes
alquilantes, acilantes o sulfonilantes apropiados, tal como se muestra en el Esquema 1.
A partir de la forma tautomera la (forma "‘indazolin-3-ona”) se obtienen los

compuestos de formula general (I), mientras que la forma tautomera 1b (forma “3-

10
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hidroxi-2H-indazol) conduce a los compuestos de formula general (II). Las
condiciones concretas para cada reaccion dependen de los reactivos alquilantes,

acilantes o sulfonilantes concretos, tal como se describe en los ejemplos la-f.

O,N
N-Bn
0
—
u — N-Bn + _ N-Bn
H N N
O:N _ R
N—Bn 216 17-23
\N/
5 1b

Esquema 1. Ruta sintética para la preparacion de los compuestos 2-16 [tipo (I)] y 17-

23 [tipo (IT)] a partir de la 2-bencil-5-nitroindazolinona 1a,b.

Un cuarto aspecto esta relacionado con la preparacion de otros compuestos de formula
10 general (I) por transformacion quimica de las cadenas en posicién 1 de los productos
anteriores resultantes de la alquilacién, utilizando procedimientos variados
(deshidrohalogenacién, hidrélisis o amindlisis de ésteres, eterificacion de haluros de

alquilo o acilacién de alcoholes), tal como se muestra en el Esquema 2.
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0
OoN O.N
N-Bn ——— N—-Bn
N N
R1 R2
3,4,7,8,9, 26 24-31
Compuesto R? Compuesto R?
3 [CH,),Br —> 24 CH=CH2
7 [CH,),COOMe — 25 [CH,),COOH
8 [CH,),COOEt —= 26 [CH,];COOH
8 [CH,];COOEt —» 27 [CH,];CONH,
8 [CH,];COOEt —» 28 [CH,];CONHMe
26 [CH,]sCOOH — 29 [CH,]sCONMe,
4 [CHy}sBr —— 30 [CH,];OFEt
[CH2]20H — 3 [CH2]20AC

Esquema 2. Rutas sintéticas para la preparacion de los compuestos 24-31 [tipo (II)] a

partir de los compuestos 3, 4, 7-9 y 26 [tipo (II)].

Un quinto aspecto de esta invencion se refiere al uso de un compuesto de formula
general (I) o (II) para la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades causadas por protozoos patogenos de las familias Trypanosomatidae
(Trypanosoma, Leishmania) y Trichomonadidae (Trichomonas), preferiblemente
tripanosomiasis americana (enfermedad de Chagas) y tricomonosis, causadas por los

parasitos T. cruzi 'y T. vaginalis, respectivamente,

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica
que comprenda un compuesto de férmula general (I) o (IT) y, al menos, un excipiente
farmacéuticamente aceptable (adyuvantes o vehiculos farmacéuticos aceptables);

opcionalmente dicha composicién puede contener también otros principios activos.
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Modo de realizacion de la invencion
La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los

cuales no pretenden ser limitativos de su alcance.

EJEMPLO 1. Preparacion de los compuestos 2-16 [tipo (I)] y 17-23 [tipo (II)] a
partir de la 2-bencil-5-nitroindazolinona 1.

Los compuestos recogidos en la Tabla 1 se obtuvieron mediante la alquilacién,
alcoxicarbonilacion, acilacion o sulfonilacion de la 2-bencil-5-nitroindazolin-3-ona 1

con los reactivos requeridos, que se mencionan en cada caso concreto.

Tabla 1. Compuestos preparados y estudiados.

OZN OzN R
/
N—-Bn - N-Bn
N

N,
R
2-16, 24-31 17-23
Compuesto R Compuesto R
2 CH,C=CH 14 Ac
317 [CH,],Br 15 Bz
4,18 [CH,]3Br 16 Ts
5,19 CH,COOMe 24 CH=CH,
6 CH,CN 25 [CH,],COOH
7,20 [CH,],COOMe 26 [CH,];COOH
8 [CH,]3COOEt 27 [CH,]3CONH,
9, 21 [CH,],0H 28 [CH,];CONHMe
10, 22 [CH,];OH 29 [CH,]sCONMe,
1, 23 [CH,],OMe 30 [CH,];OEt
12 COOEt 31 [CH2]20Ac
13 COOBn

Las reacciones de alquilacién conducen por lo general a mezclas de las

correspondientes indazolin-3-onas 1,2-disustituidas [2-11; compuestos tipo (I)] y de
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los 3-alcoxi-2-alquil-2H-indazoles [17-23; compuestos tipo (II)]; estos ultimos
compuestos son generalmente productos minoritarios de reaccion que en algunos
casos no fueron aislados (Vega, M.C. et al., Eur. J. Med. Chem. 2012, 58, 214-227).

Muchas de las reacciones de alquilacion se llevaron a cabo en K2CO3/DMF a 100 °C.
Sin embargo, la reaccion de propargilacion que conduce al compuesto 2 dio mejores
resultados utilizando K>CO3 en acetona a reflujo, y la alquilacion del compuesto 1 con
bromoacetato de metilo o bromoacetonitrilo para conducir a los compuestos 5/19 y 6,
respectivamente, se llevd a cabo utilizando bicarbonato sédico en acetona a 35 °C. Por
otra parte, durante la alquilacion del compuesto 1 a los derivados 7/20 con 3-
bromopropionato de metilo en DMF a 100 °C se observo intensa deshidrogenacion de
este Ultimo a acrilato de metilo; mejores resultados se obtuvieron llevando a cabo la
reaccion con K2COj3 en tolueno/agua utilizando catélisis de transferencia de fase; sin
embargo, también se obtuvieron notables cantidades del correspondiente 4cido 25,
procedente de la hidrdlisis del resto éster del compuesto 7 en las condiciones bésicas

utilizadas.

Por otra parte, el tratamiento del compuesto 1 con los cloroformiatos de alquilo
requeridos o con los correspondientes cloruros de acilo o sulfonilo en piridina
proporciond las 1-alcoxicarbonil (12, 13), 1-benzoil (15) o 1-tosilindazolinona (16)
deseadas. El 1-acetil derivado 14 fue obtenido por tratamiento de 1 con anhidrido
acético en piridina. De acuerdo con algunos resultados publicados con anterioridad, en
estos procesos soOlo pudieron ser aislados los correspondientes derivados 1,2-

disustituidos (Baiocchi, L. et al., Synthesis 1978, 633-648).

Ejemplo 1a. Preparacion de los 3-(etoxicarbonil)propil (8), 2-hidroxietil (9/21), 3-
hidroxipropil (10/22) y 2-metoxietil (11/23) derivados. Una mezcla agitada de la 2-
bencilindazolinona de partida 1 (1,00 g, 3,71 mmol), el bromuro requerido (4,00
mmol) y K2COs (0,55 g, 4,00 mmol) en DMF (20 mL) se calentd a 100 °C hasta la
finalizacion de la reaccion [CCF; 12 h (para 11/23); 12 h seguidas de 1-3 adiciones de
cantidades adicionales del bromuro requerido (0,3 mmol) y, eventualmente, si es
necesario, base (0,3 mmol) cada 6 h (para 8, 9/21 y 10/22)]. La mezcla se evaporo a

sequedad y, después de la adicion de agua (200 mL), se extrajo con CHCI3 (3 x 50
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mL). La fase cloroférmica concentrada se aplicé a una columna de cromatografia que
se eluyd con mezclas de cloroformo/acetona (50:1 a 25:1) (para 8 y 11/23) o con las
mismas mezclas (10:1 a 5:1) y a continuacién cloroformo/metanol (50:1 a 25:1) (para
9/21y 10/22). En todos los casos, los 3-alcoxi-2-bencil-2H-indazoles (21-23) eluyeron
en primer lugar, seguidos por las correspondientes 2-bencilindazolinonas 1-sustituidas

(8-11).

2-Bencil-1-[3-(etoxicarbonil)propil ]-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (8).
Rendimiento: 1,00 g (70%). Aceite que solidifica con el tiempo; pf 51-53 °C. '"H RMN
[300 MHz, (CD3).S0]: ¢ 8,52 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,38 (dd, J= 9,0, 2,1 Hz, 1H,
6-H), 7,62 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,25 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,19 (s, 2H, CH>
Bn), 4,06 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 1’-H), 3,99 (¢, J = 7,0 Hz, CH2 Et), 2,21 (t, J= 7,2 Hz,
2H, 3’-H), 1,53 (m, 2H, 2°-H), 1,13 (t, J = 7,0 Hz, CH3); *C RMN [75 MHz,
(CDs)S0]: 6 172,00 (C-4’), 160,88 (C-3), 148,56 (C-7a), 141,32 (C-5), 136,11 (C-1
Bn), 128,70 (C-3, -5 Bn), 127,81 (C-4 Bn), 127,26 (C-2, -6 Bn), 127,19 (C-6), 120,54
(C-4), 115,62 (C-3a), 111,88 (C-7), 59,99 (CH Et), 45,86 (C-1°), 44,70 (CH:z Bn),
30,11 (C-3°), 21,40 (C-2°), 14,00 (CHs); EM (ES"): m/z (%) 789 (29) ([2M+Na]»),
767 (64) ([2M+H]"), 406 (37) ([M+Na]*), 384 (100) ([M+H]*). Anal. calc. para
C20H21N30s (383,40): C 62,65; H 5,52; N 10,96. Encontrado: C 62,50; H 5,72; N
11,17.

2-Bencil-1-(2-hidroxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona  (9). Rendimiento:
0,91 g (78%). Pf 137-139 °C (2-PrOH). '"H RMN [300 MHz, (CD5),S0]: 6 8,49 (d, J =
2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,31 (dd, J=9,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,60 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 7-H),
7,29 (m, 3H) y 7,20 (m, 2H) (H aromat. Bn), 5,20 (s, 2H, CHz Bn), 4,73 (t,J=5,1 Hz,
1H, OH), 4,12 (t, J = 4,9 Hz, 2H, 1’-H), 3,45 (m, 2H, 2’-H); '3*C RMN [75 MHz,
(CD3)2S0]: 6 160,88 (C-3), 149,23 (C-7a), 140,66 (C-5), 136,15 (C-1 Bn), 128,72 (C-
3, -5 Bn), 127,78 (C-4 Bn), 127,20 (C-2, -6 Bn), 126,43 (C-6), 120,29 (C-4), 114,65
(C-3a), 112,42 (C-7), 58,39 (C-2°), 49,17 (C-17), 44,78 (CH2 Bn); EM (IE): m/z (%)
313 (100) (M™), 282 (11), 236 (6), 192 (11), 177 (9), 162 (5), 146 (8), 131 (11), 103
(7). Andl. calc. para Ci6H1sN304 (313,31): C 61,34; H 4,83; N 13,41. Encontrado: C
61,57, H 4,69; N 13,68.
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2-Bencil-1-(3-hidroxipropil)-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (10). Rendimiento:
0,58 g (48%). Pf 141-143 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3).S0]: 6 8,52 (d, J =
2,4 Hz, 1H, 4-H), 8,36 (dd, /= 9,3, 2,4 Hz, 1H, 6-H), 7,62 (d, /= 9,3 Hz, 1H, 7-H),
7,26 (m, SH, H aromét. Bn), 5,18 (s, 2H, CH; Bn), 4,58 (t, J = 4,8 Hz, 1H, OH), 4,09
(t,J= 7,0 Hz, 2H, 1’-H), 3,23 (m, 2H, 3’-H), 1,45 (m, 2H, 2’-H); 3C RMN [75 MHz,
(CD3)280]: 6 160,88 (C-3), 148,64 (C-7a), 141,19 (C-5), 136,12 (C-1 Bn), 128,71 (C-
3, -5 Bn), 127,81 (C-4 Bn), 127,24 (C-2, -6 Bn), 127,05 (C-6), 120,47 (C-4), 115,46
(C-3a), 111,97 (C-7), 57,50 (C-3’), 44,77 (CHz Bn), 44,08 (C-1°), 29,26 (C-2’); EM
(ES™): m/z (%) 350 (40) ((M+Na]*), 328 (100) ([M+H]*). Andl. calc. para C17H17N304
(327,33): C 62,38; H 5,23; N 12,84. Encontrado: C 62,19; H 5,57, N 13,09.

2-Bencil-1-(2-metoxietil)-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (11). Rendimiento:
0,78 g (64%). Pf 116-118 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: 6 8,50 (d, J =
2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,32 (dd, J = 9,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,62 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 7-H),
7,25 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,18 (s, 2H, CH2 Bn), 4,23 (t, J = 5,0 Hz, 2H, 1’-H), 3,35
(t, J= 5,0 Hz, 2H, 2’-H), 2,98 (s, 3H, CH3); '*C RMN [75 MHz, (CD3),SO]: 6 161,10
(C-3), 149,54 (C-7a), 141,05 (C-5), 136,13 (C-1 Bn), 128,76 (C-3, -5 Bn), 127,86 (C-
4 Bn), 127,27 (C-2, -6 Bn), 126,73 (C-6), 120,35 (C-4), 114,92 (C-3a), 112,45 (C-7),
68,92 (C-2°), 58,15 (CH3), 47,67 (C-1°), 44,94 (CH2 Bn); EM (IE): m/z (%) 327 (100)
(M™), 282 (21), 250 (4), 236 (4), 206 (2), 177 (9), 131 (7), 103 (4). Anal. calc. para
Ci17H17N304 (327,33): C 62,38; H 5,23; N 12,84. Encontrado: C 62,57; H 5,37, N
12,57.

2-Bencil-3-(2-hidroxietoxi)-5-nitro-2H-indazol (21). Rendimiento: 0,21 g (18%). Pf
167-169 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: J 8,90 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 4-
H), 7,91 (dd, J= 9,6, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,53 (d, J= 9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,31 (m, 5H, H
aromat. Bn), 5,50 (s, 2H, CHz Bn), 5,16 (t, J = 5,5 Hz, OH), 4,72 (t, J = 4,5 Hz, 2H,
1°-H), 3,81 (m, 2H, 2’-H); *C RMN [75 MHz, (CD3),S0]: J 149,99 (C-3), 146,92 (C-
7a), 140,19 (C-5), 135,93 (C-1 Bn), 128,61 (C-3, -5 Bn), 128,01 (C-2, -6 Bn), 127,88
(C-4 Bn), 120,86 (C-4), 119,91 (C-6), 118,03 (C-7), 105,33 (C-3a), 76,43 (C-1°),
59,77 (C-2), 51,49 (CH2 Bn); EM (IE): m/z (%) 313 (100) (M*), 269 (58), 252 (14),
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222 (7), 191 (41), 164 (7), 149 (4), 103 (14). Anal. calc. para Ci6H15N304 (313,31): C
61,34; H 4,83; N 13,41. Encontrado: C 61,49; H 5,97; N 13,55.

2-Bencil-3-(3-hidroxipropoxi)-5-nitro-2H-indazol (22). Rendimiento: 0,12 g (10%).
Pf 122-124 °C (2-PrOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: 6 8,89 (d, /= 2,1 Hz, 1H,
4-H), 7,90 (dd, J= 9,6, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,53 (d, /= 9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,32 (m, 5H,
H aromat. Bn), 5,44 (s, 2H, CH, Bn), 4,80 (t, J = 6,1 Hz, 2H, 1°-H), 4,68 (t, J = 5,2
Hz, 1H, OH), 3,60 (m, 2H, 3°-H), 1,97 (m, 2H, 2’-H); *C RMN [75 MHz, (CD;),S0]:
d 149,82 (C-3), 146,84 (C-7a), 140,14 (C-5), 135,81 (C-1 Bn), 128,64 (C-3, -5 Bn),
127,90 (C-4 Bn), 127,82 (C-2, -6 Bn), 121,00 (C-4), 119,90 (C-6), 118,02 (C-7),
104,94 (C-3a), 71,16 (C-1°), 56,75 (C-3°), 51,64 (CH, Bn), 32,36 (C-2°); EM (ES"):
m/z (%) 350 (27) ([M+Na]"), 328 (100) ([M+H]"). Anal. calc. para C17H17N3;04
(327,33): C 62,38; H 5,23; N 12,84. Encontrado: C 62,09; H 5,52; N 13,09.

2-Bencil-3-(2-metoxietoxi)-5-nitro-2H-indazol (23). Rendimiento: 0,39 g (32%). Pf
109-111 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: 6 8,88 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-
H), 7,90 (dd, /= 9,6, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,53 (d, J=9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,30 (m, 5H, H
aromat. Bn), 5,45 (s, 2H, CH, Bn), 4,82 (m, 2H, 1’-H), 3,74 (m, 2H, 2’-H), 3,32 (s,
3H, CHz); 1>C RMN [75 MHz, (CD;3):S0]: 6 149,70 (C-3), 146,89 (C-7a), 140,28 (C-
5), 135,82 (C-1 Bn), 128,62 (C-3, -5 Bn), 127,91 (C-2, -4, -6 Bn), 120,75 (C-4),
119,92 (C-6), 118,07 (C-7), 105,36 (C-3a), 73,70 (C-1°), 70,38 (C-2’), 58,22 (CH3),
51,61 (CHz Bn); EM (IE): m/z (%) 327 (100) (M), 269 (7), 252 (4), 222 (5), 191 (4),
164 (7), 149 (4), 103 (13). Anal. calc. para C17H17N304 (327,33): C 62,38; H 5,23; N
12,84. Encontrado: C 62,50; H 4,97; N 12,63.

Ejemplo 1b. Preparacion del propargil derivado 2. Una mezcla agitada de la 2-
bencilindazolinona 1 (1,00 g, 3,71 mmol), bromuro de propargilo (80% en peso en
tolueno) (4,00 mmol) y KoCOs3 (0,55 g, 4,00 mmol) en acetona (50 mL) se refluyd
durante 12 h. La mezcla se evapord a sequedad y, después de la adicion de agua (200
mL), se extrajo con CHCl3 (3 x 50 mL). La fase cloroférmica concentrada se aplico a
una columna de cromatografia que se eluyé con mezclas de cloroformo/acetona (50:1

a 30:1) para proporcionar el compuesto 2.
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2-Bencil-5-nitro-1-propargil-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (2). Rendimiento: 0,62 g
(54%). Pf 163-165 °C (EtOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3).SO]: 6 8,52 (d, J= 2,1 Hz,
1H, 4-H), 8,47 (dd, J= 9,0, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,80 (d, J= 9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,27 (m,
SH, H aromét. Bn), 5,12 (s, 2H, CHz Bn), 4,96 (d, J= 2,1 Hz, 2H, 1’-H), 3,16 (t, J =
2,1 Hz, 1H, 3’-H); '*C RMN [75 MHz, (CD5),SO0]: 6 161,48 (C-3), 151,61 (C-7a),
143,11 (C-5), 136,09 (C-1 Bn), 128,56 (C-3, -5 Bn), 127,75 (C-4 Bn), 127,60 (C-6 y
C-2, -6 Bn), 119,89 (C-4), 118,77 (C-3a), 114,02 (C-7), 76,58 (C-2°), 75,95 (C-3°),
44,69 (CHz Bn), 38,52 (C-1"); EM (IE): m/z (%) 307 (100) (M), 268 (13), 249 (5),
230 (3), 203 (4), 128 (5), 115 (4), 103 (11). Anal. calc. para C17H13N30;3 (307.30): C
66,44; H 4,26; N 13,67. Encontrado: C 66,58; H 4,47; N 13,59.

Ejemplo Ic. Preparacion de los 2-bromoetil (3/17) y 3-bromopropil (4/18) derivados.
Una mezcla agitada de la 2-bencilindazolinona de partida 1 (2,00 g, 7,43 mmol), el
a,0-dibromoalcano requerido (40,00 mmol) y K2COs (1,10 g, 8,00 mmol) en DMF
(50 mL) se calenté a 100 °C durante 3 h. La mezcla se evapor6 a sequedad y, después
de la adicion de agua (200 mL), se extrajo con CHCl3 (3 x 50 mL). La fase organica se
seco (MgSOs4), se concentrd y se aplicé a una columna de cromatografia que se eluy6
con mezclas de cloroformo/acetona (50:1 a 25:1).

A partir de 1,2-dibromoetano se obtuvieron, en este orden de elucidn, el indazol 2,3-
disustituido 17, el 1-vinilindazol 24 [70 mg (3%)] vy la indazolinona 1,2-disustituida 3.
Analogamente, a partir de 1,3-dibromopropano, se obtuvieron el correspondiente

indazol 2,3-disustituido 18 y la indazolinona 1,2-disustituida 4.

2-Bencil-1-(2-bromoetil)-5-nitro- 1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona  (3). Rendimiento:
1,20 g (43%). Pf 172-174 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),S0]: 6 8,52 (d, J=
2,4 Hz, 1H, 4-H), 8,37 (dd, /= 9,0, 2,4 Hz, 1H, 6-H), 7,75 (d, /= 9,0 Hz, 1H, 7-H),
7,26 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,19 (s, 2H, CHz Bn), 4,53 (t, J= 6,3 Hz, 2H, 1°-H), 3,51
(t, J= 6,3 Hz, 2H, 2’-H); 3C RMN [75 MHz, (CD3),SO]: § 161,39 (C-3), 149,28 (C-
7a), 141,46 (C-5), 135,95 (C-1 Bn), 128,75 (C-3, -5 Bn), 127,87 (C-4 Bn), 127,26 (C-
2, -6 Bn), 127,02 (C-6), 120,36 (C-4), 115,43 (C-3a), 112,59 (C-7), 47,67 (C-1"),
45,23 (CHz Bn), 29,17 (C-2°); EM (IE): m/z (%) 377 (99) (IM+2]"), 375 (100) (M"),
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361 (5), 359 (5), 347 (7), 345 (7), 256 (9), 254 (9), 192 (8), 177 (9), 164 (9), 145 (8),
131 (17), 103 (36). Andl. calc. para CisH14BrN3O3 (376,20): C 51,08; H 3,75; N
11,17. Encontrado: C 50,90; H 3,69; N 11,46.

2-Bencil-1-(3-bromopropil)-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (4). Rendimiento:
0,90 g (31%). Pf 111-113 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),S0]: 6 8,52 (d, J =
2,5 Hz, 1H, 4-H), 8,39 (dd, J=9,1, 2,5 Hz, 1H, 6-H), 7,65 (d, J= 9,1 Hz, 1H, 7-H),
7,28 (m, 5H, H aromét. Bn), 5,18 (s, 2H, CHz Bn), 4,14 (t, /= 7,3 Hz, 2H, 1°-H), 3,36
(t, J = 6,6 Hz, 2H, 3’-H), 1,80 (m, 2H, 2’-H); *C RMN [75 MHz, (CD5),SO]: ¢
160,98 (C-3), 148,73 (C-7a), 141,52 (C-5), 136,01 (C-1 Bn), 128,72 (C-3, -5 Bn),
127,84 (C-4 Bn), 127,27 (C-6 y C-2, -6 Bn), 120,48 (C-4), 115,87 (C-3a), 112,02 (C-
7), 45,52 (C-1°), 44,89 (CH2 Bn), 30,81 (C-37), 29,19 (C-2’); EM (IE): m/z (%) 391
(98) (IM+2]"), 389 (100) ([M*]), 361 (4), 359 (4), 345 (6), 314 (6), 312 (6), 282 (7),
192 (27), 149 (23), 146 (21), 131 (25), 103 (26). Anal. calc. para C17H1sBrN30;
(390,23): C 52,32; H4,13; N 10.77. Encontrado: C 52,58; H4,17; N 10,73.

2-Bencil-3-(2-bromoetoxi)-5-nitro-2H-indazol (17). Rendimiento: 0,84 g (30%). Pf
140-142 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD5),SO]: 6 8,88 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-
H), 7,91 (dd, J= 9,6, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,56 (d, J = 9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,32 (m, 5H, H
aromat. Bn), 5,50 (s, 2H, CH; Bn), 5,05 (m, 2H, 1>-H), 3,93 (m, 2H, 2’-H); *C RMN
[75 MHz, (CD3)S80]: 6 148,91 (C-3), 146,86 (C-7a), 140,46 (C-5), 135,65 (C-1 Bn),
128,63 (C-3, -5 Bn), 128,03 (C-2, -6 Bn), 127,97 (C-4 Bn), 120,50 (C-4), 119,97 (C-
6), 118,16 (C-7), 105,33 (C-3a), 73,84 (C-1°), 51,80 (CH2 Bn), 31,41 (C-2°); EM (IE):
m/z (%) 377 (60) ([M+2]"), 375 (61) (M), 268 (31), 252 (58), 222 (10), 199 (65), 197
(67), 191 (47), 164 (14), 149 (7), 117 (51), 109 (97), 107 (100). Andl. calc. para
CisH14BrN3O3 (376,20): C 51,08; H 3,75; N 11,17. Encontrado: C 50,91; H 3,70; N
11,47.

2-Bencil-3-(3-bromopropoxi)-5-nitro-2H-indazol (18). Rendimiento: 0,84 g (29%). Pf
124-126 °C (2-PrOH). 'H RMNR [300 MHz, (CD3),S0]: 6 8,88 (d, J= 2,4 Hz, 1H, 4-
H), 7,90 (dd, J= 9,6, 2,4 Hz, 1H, 6-H), 7,54 (d, J=9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,31 (m, 5H, H
aromat. Bn), 5,47 (s, 2H, CHz Bn), 4,82 (t, J = 5,8 Hz, 2H, 1’-H), 3,66 (t, J = 6,6 Hz,
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2H, 3’-H), 2,35 (m, 2H, 2’-H); C RMN [75 MHz, (CD3%SO]: d 149,37 (C-3),
146,81 (C-7a), 140,28 (C-5), 135,82 (C-1 Bn), 128,63 (C-3, -5 Bn), 127,88 (C-4 Bn),
127,74 (C-2, -6 Bn), 120,76 (C-4), 119,91 (C-6), 118,09 (C-7), 104,92 (C-3a), 71,75
(C-1"), 51,76 (CH2 Bn), 32,02 (C-2°), 30,51 (C-3’); EM (IE): m/z (%) 391 (99)
(IM+2]"), 389 (100) (M), 280 (7), 269 (98), 252 (43), 222 (12), 191 (38), 164 (14),
123 (48), 121 (50), 103 (27). Anal. calc. para Ci7H16BrN3O3 (390,23): C 52,32; H
4,13; N 10.77. Encontrado: C 52,51; H 4,36; N 10,57.

Ejemplo 1d. Preparacion de los (metoxicarbonil)metil derivados 5/19 y del cianometil
derivado 6. Una mezcla agitada de la 2-bencilindazolinona 1 (1,00 g, 3,71 mmol),
bromoacetato de metilo o bromoacetonitrilo (4,5 mmol) y NaHCOs (0,42 g, 5,00
mmol) en acetona (30 mL) se calent6 a 35 °C durante 5 dias. La mezcla se evapor6 a
sequedad y, después de la adicién de agua (50 mL), el solido precipitado se recogié
por filtracién. Para los compuestos 5/19, el sélido filtrado se lavé con acetona (2 x 5
mL) proporcionando el compuesto 5 puro (1,03 g). El filtrado se concentrd a
sequedad, se disolvié en cloroformo y comatografié en una columna que se eluyé con
cloroformo y una mezcla de cloroformo/acetona (50:1) para dar, siguiendo este orden
de elucién, el compuesto 19 [0,04 g (3%)] y luego una cantidad adicional del
compuesto 5 [rendimiento total: 1,18 g (93%)].

Para ¢l compuesto 6, el solido filtrado se cromatografi6 directamente con mezclas de
cloroformo/acetona (50:1 a 30:1) para proporcionar el 1-cianometil derivado puro

[0,84 g (73%)].

2-Bencil-1-(metoxicarbonil)metil-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona  (5). Los
cristales (2-PrOH) de este compuesto reblandecen a 150-170 °C; a continuacién el
producto vuelve a solidificar mostrando un pf posterior a 195-197 °C. 'H RMN [300
MHz, (CD3).S0]: § 8,54 (d, J=2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,40 (dd, J= 9,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H),
7,67 (d, J= 9,3 Hz, 1H, 7-H), 7,27 (m, 5H, H aromét. Bn), 5,15 (s, 2H, CH; Bn), 5,09
(s, 2H, 1'-H), 3,41 (s, 3H, CHs); *C RMN [75 MHz, (CD3),S0]: & 167,27 (C-2",
160,83 (C-3), 150,13 (C-7a), 141,79 (C-5), 135,94 (C-1 Bn), 128,55 (C-3, -5 Bn),
127,72 (C-4 Bn), 127,45 (C-2, -6 Bn), 127,30 (C-6), 120,10 (C-4), 116,30 (C-3a),
112,00 (C-7), 52,00 (CHs), 47,77 (C-1"), 44,87 (CH2 Bn); EM (ES"): m/z (%) 705 (23)
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([2M+Na]"), 683 (25) ([2M+H]"), 364 (34) ((M+Na]"), 342 (100) ((M+H]"). Anal.
calc. para Ci7H15sN3Os (341,32): C 59,82; H 4,43; N 12,31. Encontrado: C 60,11; H
4,71, N 12,59.

2-Bencil-1-cianometil-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (6). Pf 146-148 °C (2-
PrOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3)SO]: § 8,57 (m, 2H, 4-, 6-H), 7,89 (d, J = 9,9 Hz,
1H, 7-H), 7,27 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,43 (s, 2H, 1-H), 5,17 (s, 2H, CHz Bn); *C
RMN [75 MHz, (CD3)S0O]: 6 161,86 (C-3), 151,58 (C-7a), 144,08 (C-5), 135,71 (C-1
Bn), 128,66 (C-3, -5 Bn), 128,48 (C-6), 127,92 (C-4 Bn), 127,66 (C-2, -6 Bn), 120.14
(C-4), 119,15 (C-3a), 114,23 (C-7), 114.04 (C-2", 45.13 (CH2 Bn), 38.00 (C-1'); EM
(IE): m/z (%) 308 (87) (M"), 281 (100), 264 (3), 251 (4), 234 (4), 231 (5), 175 (14),
149 (6), 131 (5), 129 (5), 103 (19). Anal. calc. para C1sH12N4O3 (308,29): C 62,33; H
3,92; N 18,17. Encontrado: C 62,45; H 3,72; N 18,01.

2-Bencil-3-(metoxicarbonil)metoxi-5-nitro-2H-indazol (19). Pf 94-96 °C (2-PrOH). 'H
RMN [300 MHz, (CDs3).SO]: 8 8,83 (d, /= 2,2 Hz, 1H, 4-H), 7,91 (dd, /= 9,6, 2,2
Hz, 1H, 6-H), 7,57 (d, J= 9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,33 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,54 (s, 2H,
CHz Bn), 5,49 (s, 2H, 1’-H), 3,74 (s, 3H, CH3); *C NMR [75 MHz, (CD3):SO]: §
168,38 (C-2°), 148,71 (C-3), 146,80 (C-7a), 140,56 (C-5), 135,63 (C-1 Bn), 128,58
(C-3, -5 Bn), 127,87 (C-2, -4, -6 Bn), 120,15 (C-4), 119,88 (C-6), 118,20 (C-7),
105,15 (C-3a), 69,52 (C-1°), 52,22 (CH3), 51,84 (CH2 Bn); EM (IE): m/z (%) 341
(100) (M™), 325 (1), 282 (2), 268 (16), 252 (2), 236 (2), 222 (2), 191 (2), 164 (2), 103
(3). Andl. calc. para C17H15sN3Os (341,32): C 59,82; H 4,43; N 12,31. Encontrado: C
59,53; H4,67; N 12,57.

Ejemplo 1le. Preparacion de los 2-(metoxicarbonil)etil derivados 7/20 y del 2-
carboxietil derivado 25. Una solucion agitada de la 2-bencilindazolinona 1 (1,00 g,
3,71 mmol), K2COs3 (1,38 g, 10,00 mmol) y bromuro de benciltributilamonio (0,10 g)
en una mezcla de agua (20 mL) y tolueno (20 mL) se calent6 a 100 °C durante 30 min
y, a continuacién, se afiadié 3-bromopropionato de metilo (0,84 g, 5,03 mmol).
Cantidades adicionales de 3-bromopropionato de metilo (ca. 10 x 0,25 g) v,

eventualmente, si fuera necesario, KoCO3 para mantener el pH basico, se fueron
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afiadiendo durante 2 dias cada 5-10 h. La mezcla de reaccién se dejo alcanzar la
temperatura ambiente y luego se separd la fase de tolueno, se secod (MgSQOs) y se
evapor6 a sequedad. El residuo obtenido se someti6 a cromatografia en una columna
usando mezclas de cloroformo/acetona (50:1 a 10:1) para dar, siguiendo este orden de

elucion, el compuesto 20 [0,15 g (11%)] y luego el compuesto 7 [0,56 g (42%)].

La fase acuosa restante se acidificoé con HCI acuoso conc. (pH 1) y el sélido
precipitado se recogié por filtracion, se secé y se aplicoé a una columna de
cromatografia que se eluyé primero con cloroformo/metanol (50:1 a 10:1) y luego con
cloroformo/metanol (10:1) conteniendo 4cido acético (0,5%), para obtener, en este
orden de elucién, la indazolinona de partida 1 recuperada [0,07 g (7%)] y después el
acido 25 [0,33 g (26%)].

2-Bencil-1-[2-(metoxicarbonil)etil]-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (7). Pf 127-
129 °C (2-PrOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: & 8,50 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 4-H),
8,37 (dd, J = 9,0, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,68 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,25 (m, 5H, H
aromat. Bn ), 5,16 (s, 2H, CH: Bn), 4,32 (t, /= 6,5 Hz, 2H, 1'-H), 3,43 (s, 3H, CH3),
2,36 (t, J= 6,5 Hz, 2H, 2'-H); *C RMN [75 MHz, (CD3).S0]: § 170,82 (C-3"), 161,31
(C-3), 149,04 (C-7a), 141,68 (C-5), 136,02 (C-1 Bn), 128,71 (C-3, -5 Bn), 127,82 (C-
4 Bn), 127,28 (C-2, -6 Bn), 127,17 (C-6), 120,29 (C-4), 116,25 (C-3a), 112,62 (C-7),
51,48 (CHs3), 44,94 (CH2 Bn), 42,98 (C-1"), 30,30 (C-2"); EM (IE): m/z (%) 355 (100)
(M%), 282 (5), 278 (5), 177 (5), 131 (8), 103 (8). Andl. calc. para CisHi7N30s
(355,34): C 60,84; H 4,82; N 11,83. Encontrado: C 60,77; H 4,91; N 11,57.

2-Bencil-3-[2-(metoxicarbonilJetoxi]-5-nitro-2H-indazol (20). Pf 130-132 °C (2-
PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: & 8,90 (d, /= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 7,91 (dd, J =
9,6, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,55 (d, /= 9,6 Hz, 1H, 7-H), 7,30 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,42
(s, 2H, CHz Bn), 4,90 (t, /= 5,7 Hz, 2H, 1'-H), 3,64 (s, 3H, CH3), 2,95 (t, /= 5,7 Hz,
2'-H); 3C RMN [75 MHz, (CD;).SO]: & 170,83 (C-3"), 149,22 (C-3), 146,85 (C-7a),
140,42 (C-5), 135,69 (C-1 Bn), 128,61 (C-3, -5 Bn), 127,90 (C-2, -4, -6 Bn), 120.51
(C-4), 119,95 (C-6), 118,14 (C-7), 105,34 (C- 3a), 70.18 (C-1"), 51.68 (CHz Bn, CH3),
34.10 (C-2"); EM (IE): m/z (%) 355 (22) (M"), 324 (3), 91 (100). Anal. calc. para
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CisH17N30s (355,34): C 60,84; H 4,82; N 11,83. Encontrado: C 60,99; H 5,11; N
11,53.

2-Bencil-1-(2-carboxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (25). Pf 224-226 °C
(EtOH/H20). 'H RMN [300 MHz, (CD3)S0]: 8 12,39 (s, 1H, COOH), 8,50 (d, J =
2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,37 (dd, J = 9,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,69 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 7-H),
7,26 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,17 (s, 2H, CH2 Bn), 4,27 (t, J = 6.9 Hz, 2H, 1'-H), 2,26
(t, J = 6,9 Hz, 2H, 2'-H); '*C RMN [75 MHz, (CD3).SO]: 171,87 (C-3"), 161,27 (C-
3), 149,01 (C-7a), 141,64 (C-5), 136,05 (C-1 Bn), 128,73 (C-3, -5 Bn), 127,83 (C-4
Bn), 127,29 (C-2, -6 Bn), 127,14 (C-6), 120,29 (C-4), 116,22 (C-3a), 112,68 (C-7),
44,96 (CHz Bn), 43,07 (C-1"), 30,48 (C-2"); EM (ES*): m/z (%) 705 (51) ([2M+Na]"),
683 (35) ([2M+H]"), 364 (65) ([M+Na]"), 342 (100) ([M+H]"). Andl. calc. para
C17H15N30s (341,32): C 59,82; H 4,43; N 12,31. Encontrado: C 59,60; H 4,66; N
12,60.

Ejemplo 1f. Alcoxicarbonilacion, acilacion y sulfonilacion de la 2-bencil-5-
nitroindazolin-3-ona 1: preparacion de alcoxicarbonil (12, 13), acil (14, 15) y tosil
(16) derivados. A una solucion agitada de la 2-bencilindazolin-3-ona 1 (1,00 g; 3,71
mmol) en piridina (15 mL), se afiadieron lentamente el cloroformiato de alquilo
requerido (4,00 mmol) (para 12, 13), anhidrido acético (2,0 mL, exceso) (para 14) o el
correspondiente cloruro de acido (3,90 mmol) (para 15, 16). La mezcla de reaccién se
calent6 a 100 °C durante 3 h (para 14), o se agitd a temperatura ambiente durante 1 h
(para 12, 13, 15 y 16), y después se vertié en agua (100 mL). El s6lido precipitado se
recogi6 por filtracion, se lavo con HCl acuoso al 2% (50 mL) y con agua abundante, y

se seco al aire.

2-Bencil-1-etoxicarbonil-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona  (12). Rendimiento:
1,20 g (95%). Pf 135-137 °C (EtOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3)2SO]: & 8,56 (d, J =
2,2 Hz, 1H, 4-H), 8,52 (dd, J= 9,0, 2,2 Hz, 1H, 6-H), 8,00 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 7-H),
7,26 (m, 3H) y 7,11 (m, 2H) (H aromat. Bn), 5,33 (s, 2H, CHz Bn), 4,39 (c, J= 7,0
Hz, 2H, CH; Et), 1,30 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CHs); 1*C RMN [75 MHz, (CD3);S0]: &
162,58 (C-3), 149,48 (COO), 145,57 (C-7a), 144,18 (C-5), 135,33 (C-1 Bn), 128,88
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(C -6), 128,66 (C-3, -5 Bn), 127,96 (C-4 Bn), 127,41 (C-2, -6 Bn), 119.63 (C-4),
118,19 (C-3a), 116,35 (C-7), 64,75 (CHa Et), 49,98 (CHa Bn), 13.83 (CHs); EM
(ES*): m/z (%) 705 (39) ([2M+Na]*), 683 (75) ([2M+H]"), 364 (15) (M+Na]"), 342
(100) (M+H]"). Anal. calc. para Ci7HisN3Os (341,32): C 59,82; H 4,43; N 12,31
Encontrado: C 60,04; H4,17; N 12,19.

2-Bencil-1-benciloxicarbonil-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (13).
Rendimiento: 1,45 g (97%). Pf 143-145 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz,
(CDs)2SO]: 6 8,56 (d, /= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,51 (dd, J = 8,9, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,99
(d, J= 8,9 Hz, 1H, 7-H), 7,42 (m, 6H), 7,21 (m, 2H) y 7,00 (m, 2H) (H aromét. O- y
NBn), 5,44 (s, 2H, CH> OBn ), 5,30 (s, 2H, CH, NBn); '*C RMN [75 MHz,
(CD3)2S0]: & 162,66 (C-3), 149,44 (COO), 145,56 (C-T7a), 144,27 (C-5), 135,05,
134,47 (C-1, y O- y NBn), 12895 (C-6), 128,81, 128,78, 128,64 (2 seiales
superpuestas), 128,01, 127,49 (O- y NBn, y C-2, -3, -4, -5, -6), 119.70 (C-4), 118,29
(C-3a), 116,30 (C-7), 69,67 (OCH>), 49,95 (NCH); EM (ES™): m/z (%) 829 (68)
([2M+Na]"), 807 (36) ([2M+H]"), 426 (22) ([M+Na]"), 404 (100) ([M+H]"). Anal.
calc. para C»H17N30Os (403,39): C 65,50; H 4,25; N 10,42. Encontrado: C 65,59; H
4,06; N 10,16.

1-Acetil-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (14). Rendimiento: 1,03 g
(89%). Pf 165-167 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3):SO]: & 8,56 (d, J = 2,1
Hz, 1H, 4-H), 8,50 (dd, J=19,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 8,30 (d, /= 9,3 Hz, 1H, 7-H), 7,25
(m, 3H) y 7,11 (m, 2H) (H aromét. Bn), 5,33 (s, 2H, CHa), 2,57 (s, 3H, CH3); *C
RMN [75 MHz, (CD3).SO]: 6 168,37 (CO Ac), 164.05 (C-3), 145,89 (C-7a), 144,11
(C-5), 135,12 (C-1 Bn), 128,92 (C-6), 128,67 (C-3, -5 Bn), 128,02 (C-4 Bn), 127,57
(C-2, -6 Bn), 119.69 (C-4), 118,52 (C-3a), 116,18 (C-7), 51,14 (CH2), 24.98 (CHa);
EM (ESY): m/z (%) 645 (44) ([2M+Na]"), 623 (3) ([2M+H]*), 334 (62) ([M+Na]"),
312 (100) ((M+H]*"). Anal. calc. para C1sH13N3O4 (311,29): C 61,73; H 4,21; N 13,50.
Encontrado: C 61,50; H 4,47; N 13,59.

2-Bencil-1-benzoil-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (15). Rendimiento: 1,36 g
(98%). Pf 164-166 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: § 8,59 (d, J = 2,4
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Hz, 1H, 4-H), 8,28 (dd, /= 19,3, 2,4 Hz, 1H, 6-H), 7,76 (dd, /= 7,6, 7,6 Hz, 1H, 4-H
Bz), 7,57 (dd, J = 7.6, 7,6 Hz, 2H, 3-, 5-H Bz), 7,41 (d, J = 7,6 Hz, 2H, 2-, 6-H Bz),
7,27 (m, 3H) y 7,08 (m, 2H) (H aromét. Bn), 6,48 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 7-H), 5,27 (s,
2H, CHa); 3C RMN [75 MHz, (CD3)SO]: § 164,76 (CO Bz), 162.18 (C-3), 145,08
(C-7a), 144,03 (C-5), 134,84 (C-1 Bn), 134,18 (C-4 Bz), 132,62 (C-1 Bz), 129,51 (C-
3, -5 Bz), 129.15 (C-2, -6 Bz), 128,84 (C-3, -5 Bn), 128,53 (C-4 Bn), 128,29 (C-6),
127,72 (C-2, -6 Bn), 120.11 (C-4), 117,85 (C-3a), 114,09 (C-7), 48,84 (CHz); EM
(ES™): m/z (%) 769 (72) ([2M+Na]"), 747 (44) (2M+H]"), 396 (26) ([M+Na]"), 374
(100) ([M+H]"). Anal. calc. para C21HisN3Os (373,36): C 67,56; H 4,05; N 11,25.
Encontrado: C 67,40; H 4,27; N 10,97.

2-Bencil-5-nitro-1-tosil-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (16). Rendimiento: 1,54 g
(98%). Pf 162-164 °C (1-PrOH). '"H RMN [300 MHz, (CD3):SO]: & 8,58 (dd, J = 9,0,
2,1 Hz, 1H, 6-H), 8,40 (d, /= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,14 (d, /= 9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,44 (d,
J= 8,4 Hz, 2H), 7,29 (m, 5H) y 7,20 (m, 2H) (H aromat. Bn y Ts), 5,34 (s, 2H, CHa),
2,28 (s, 3H, CH3); *C RMN [75 MHz, (CD3)2S0]: & 163,57 (C-3), 147,75 (C-7a),
147,23 (C-4 Ts), 146,29 (C-5), 135,11 (C-1 Bn), 130,04 (C-3, -5 Ts), 129,36 (C-6),
128,69 (C-3, -5 Bn), 128.60 (C-2, -6 Ts), 128,20 (C-2, -6 Bn), 128,12 (C-4 Bn),
126,74 (C-1 Ts), 121,33 (C-3a), 119,91 (C-4), 119,08 (C-7), 50,19 (CHp), 21.11
(CH3); EM (IE): m/z (%) 423 (4) (M), 268 (41), 155 (4), 91 (100). Anal. calc. para
C21H17N30sS (423.44): C 59,57, H 4,05; N 9.92. Encontrado: C 59,50; H 4,17; N
10,09

EJEMPLO 2. Preparaciéon de los compuestos 24-31 [tipo (I)] a partir de los
compuestos 3, 4, 7-9 y 26 [tipo (I)].

Los compuestos 24-31 se obtuvieron (Esquema 2) a partir de algunas de las
indazolinonas 1,2-disustituidas incluidas en el Esquema 1, siguiendo diferentes
procedimientos. Asi, el 1-vinil derivado 24 se preparé a partir del 2-bromoetil
derivado 3 a través de una reaccién de deshidrohalogenacion. El derivado de acido
propidnico 25 se obtuvo, junto con el éster 7, en la alquilacion de la indazolinona 1
con 3-bromopropionato de metilo segin el procedimiento del Ejemplo le, por

hidrélisis parcial del éster inicialmente formado en el medio basico de reacciéon; dado
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su origen, el compuesto 25 se describe en el Ejemplo 1. El derivado de 4cido butirico
26 se obtuvo por hidrolisis (LiOH) del correspondiente éster 8. La butiramida 27 y la
N-metilbutiramida 28 se obtuvieron por tratamiento del éster etilico 8 con amoniaco o
metilamina, respectivamente; la N,N-dimetilbutiramida 29 se prepard a partir del
cloruro del 4cido 26 (SOCly) y dimetilamina. El 3-etoxipropil derivado 30 se aisl de
un intento de preparacion del 3-hidroxipropil derivado 10 a partir del bromuro 4 y
NaOH en etanol/agua. Por ultimo, el 2-acetoxietil derivado 31 se prepard por

acetilacion (Ac20) del correspondiente 2-hidroxietil derivado 9.

Ejemplo 2a. Preparacion del vinil derivado 24. Una solucion de la 1-(2-
bromoetil)indazolinona 3 (0,56 g, 1,49 mmol) y piperidina (0,35 g, 4,11 mmol) en
etanol (20 mL) se calentd a reflujo durante 48 h. La solucidn se evapord a sequedad y,
después de la adicion de HCI acuoso al 2% (50 mL), se extrajo con cloroformo (3 x 50
mL). La fase orgénica se secd (MgSQOs) y se evapord a sequedad para proporcionar el
compuesto deseado; resultados similares se obtuvieron usando metilamina (33% p/p
en solucion etanodlica).

El compuesto 24 también se obtuvo como un subproducto en la alquilacion de la 2-

bencilindazolinona 1 con 1,2-dibromoetano (véase mas arriba, Ejemplo 1c).

2-Bencil-5-nitro-1-vinil- 1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (24). Rendimiento: 0,41 g
(93%). Pf 116-118 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),SO]: & 8,53 (d, J = 3,0
Hz, 1H, 4-H), 8,40 (dd, J=9,3, 3,0 Hz, 1H, 6-H), 7,71 (d, J=9,3 Hz, 1H, 7-H), 7,26
(m, 3H) y 7,15 (m, 2H) (H aromaét. Bn), 7,08 (dd, J = 14,7, 9,0 Hz, 1H, 1'-H), 5,25
(dd, J = 14,7, 1,4 Hz, 1H, 2'-Huans), 5,20 (s, 2H, CHz Bn), 5,10 (dd, J = 9,0, 1,4 Hz,
1H, 2-Hei); PC RMN [75 MHz, (CD3),80]: 8 162,05 (C-3), 146,73 (C-7a), 142,10
(C-5), 135,48 (C-1 Bn), 129,93 (C-1"), 128,66 (C-3, -5 Bn), 128,07 (C-6), 127,90 (C-4
Bn), 127,38 (C-2, -6 Bn), 120.43 (C-4), 115,46 (C-3a), 112,13 (C-7), 104,68 (C-2"),
47,00 (CH2 Bn); EM (IE): m/z (%) 295 (100) (M™), 280 (2), 265 (2), 218 (2), 158 (3),
145 (3), 116 (7), 104 (9). Anal. calc. para Ci6H13N303 (295,29): C 65,08; H 4,44; N
14,23. Encontrado: C 65,30; H 4,46; N 14,07.
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Ejemplo 2b. Preparacion del dcido 4-(indazol-1-il)butirico 26. Una mezcla del éster
etilico 8 (0,50 g, 1,30 mmol) y LiOH (0,16 g, 6,68 mmol) en THF/H,O (1:1, 20 mL)
se agitd a temperatura ambiente durante 12 h. A continuacién, el THF se evaporo y la
solucién acuosa se acidificé con HCI acuoso conc. (pH 1). El sélido precipitado se

recogio por filtracion, se lavé con HCI acuoso (1%; 3 x 3 mL) y se secd al aire.

2-Bencil-1-(3-carboxipropil)-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (26).
Rendimiento: 0,42 g (91%). Pf 202-204 °C (EtOH/H,0). 'H RMN [300 MHz,
(CD3)2S0]: 6 12,20 (s, 1H, COOH), 8,52 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 4-H), 8,37 (dd, /= 9,3,
2,4 Hz, 1H, 6-H), 7.62 (d, J= 9,3 Hz, 1H, 7-H), 7,27 (m, SH, H aromat. Bn), 5,20 (s,
2H, CHz Bn), 4,05 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 1'-H), 2,15 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 3'-H), 1,50 (m,
2H, 2'-H); 3C RMN [75 MHz, (CD3),S0]: § 173,61 (C-4"), 160,81 (C-3), 148,53 (C-
7a), 141,31 (C-5), 136,13 (C-1 Bn), 128,72 (C-3, -5 Bn), 127,83 (C-4 Bn), 127,27 (C-
2, -6 Bn), 127,17 (C-6), 120,55 (C-4), 115,62 (C-3a), 111,89 (C-7), 45,95 (C-1",
44,66 (CHz Bn), 30,15 (C-3"), 21,40 (C-2"); EM (ES*): m/z (%) 378 (20) ([M+Na]"),
356 (100) ([M+H]"). Anal. calc. para C1sH17N30s (355,34): C 60,84; H 4,82; N 11,83.
Encontrado: C 60,59; H4,97; N 11,68.

Ejemplo 2c. Preparacion de la amida 27 y de la N-metilamida 28. Para obtener el
compuesto 27, una mezcla de éster etilico 8 (0,50 g, 1,30 mmol) y una solucion
saturada de amoniaco en metanol (15 mL) se dejo en reposo a temperatura ambiente
durante 10 dias. Tras eliminar el disolvente y el amoniaco, con objeto de eliminar
algunos subproductos, el residuo se cromatografié en una columna que se eluyd con
una mezcla de cloroformo/metanol (25: 1) para proporcionar el producto requerido.

Para obtener el compuesto 28, una mezcla de éster etilico 8 (0,50 g, 1,30 mmol) y
metilamina 8 M en etanol (20 mL) se dejo en reposo a temperatura ambiente durante

24 h. La mezcla de reaccion se evapor6 a sequedad, proporcionando la amida deseada.

2-Bencil-1-(3-carbamoilpropil)-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (27).
Rendimiento: 0,45 g (98%). Aceite que solidifica tras trituracion con 2-PrOH; pf 106-
108 °C. '"H RMN [300 MHz, (CD3)2SO]: é 8,52 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,36 (dd, J =
9,0, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,62 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,25 (m, 6H, H aromat. Bn y
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NHa), 6,79 (s ancho, 1H, NHg), 5,21 (s, 2H, CH; Bn), 4,03 (t, J= 7,3 Hz, 2H, 1'-H),
1,98 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 3'-H), 1,51 (m, 2H, 2'-H); *C RMN [75 MHz, (CD3).SO]: &
173,16 (C-4"), 160,73 (C-3), 148,40 (C-7a), 141,20 (C-5), 136,16 (C-1 Bn), 128,72 (C-
3, -5 Bn), 127,82 (C-4 Bn), 127,25 (C-2, -6 Bn), 127,09 (C-6), 120,54 (C-4), 115,49
(C-3a), 111,87 (C-7), 46,18 (C-1"), 44,61 (CH; Bn), 31,04 (C-3"), 21,77 (C-2); EM
(ES"): m/z (%) 731 (15) ([2M+Na]*), 709 (40) ([2M+H]"), 377 (12) ([M+Na]"), 355
(100) ([M+H]"). Anal. calc. para CisHisN4Os (354,36): C 61,01; H 5,12; N 15,81,
Encontrado: C 61,30; H 4,92; N 15,57.

2-Bencil-1-[3-(metilcarbamoil)propil]-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (28).
Rendimiento: 0,45 g (94%). Pf 159-161 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz,
(CD3)S0]: 6 8,52 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,36 (dd, /= 9,3, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,67
(c ancho, J=4,5 Hz, 1H, NH), 7,61 (d, /= 9,3 Hz, 1H, 7-H), 7,25 (m, 5H, H aromét.
Bn), 5,20 (s, 2H, CH; Bn), 4.03 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 1'-H), 2,52 (d, J = 4,5 Hz, 3H,
CHs3), 1,97 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 3-H), 1,53 (m, 2H, 2-H); '*C RMN [75 MHz,
(CD3),80]: & 171,32 (C-4"), 160,77 (C-3), 148,45 (C-7a), 141,19 (C-5), 136,15 (C-1
Bn), 128,71 (C-3, -5 Bn), 127,81 (C-4 Bn), 127,24 (C-2, -6 Bn), 127,07 (C-6), 120,53
(C-4), 115,47 (C-3a), 111.87 (C-7), 46.16 (C-1"), 44.63 (CH2 Bn), 31.27 (C-3"), 25.40
(CHs), 22.01 (C-2"; EM (ESY): m/z (%) 759 (17) ([2M+Nal]*), 737 (53) ([2M+H]"),
391 (22) ([M+Nal]), 369 (100) ([M+H]"). Anal. calc. para CioH20NsOs (368,39): C
61,95; H5,47; N 15,21. Encontrado: C 61,75; H 5,77; N 15,50.

Ejemplo 2d. Preparacion de la N,N-dimetilamida 29. Una suspension del acido 26
(0,53 g, 1,49 mmol) y SOCl> (1,00 mL) en CHCl3 (30 mL) se calenté a reflujo durante
1 h. Después de la evaporacion del disolvente y del exceso de SOCl, se afiadi6 al
residuo aceitoso una solucioén de clorhidrato de dimetilamina (1,63 g, 19,99 mmol) y
K2COs3 (2,80 g, 20,26 mmol) en agua (20 mL). La mezcla se agité vigorosamente
durante 12 h y después el producto precipitado 29 se recogié por filtracion, se lavo

con agua (3 x 5 mL) y se seco al aire.

2-Bencil-1-[3-(dimetilcarbamoil)propil]-5-nitro-1, 2-dihidro-3H-indazol-3-ona  (29).
Rendimiento: 0,51 g (90%). Pf 144-146 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz,
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(CD3).S0]: 6 8,52 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,37 (dd, J=9,0, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,60
(d, J=9,0 Hz, 1H, 7-H), 7,25 (m, 5H, H aromét. Bn), 5,23 (s, 2H, CHz Bn), 4,04 (t, J
=17,5 Hz, 2H, 1'-H), 2,80 (s, 3H, CHj3 trans), 2,78 (s, 3H, CHj cis), 2,19 (t, J= 6,6 Hz,
2H, 3-H), 1,51 (m, 2H, 2'-H); 3C RMN [75 MHz, (CD;3):SO]: § 170,80 (C-4"), 160,69
(C-3), 148,39 (C-7a), 141,19 (C-5), 136,20 (C-1 Bn), 128,71 (C-3, -5 Bn), 127,79 (C-
4 Bn), 127,26 (C-2, -6 Bn), 127,04 (C-6), 120,53 (C-4), 115,51 (C-3a), 111.79 (C-7),
46.19 (C-1"), 44.57 (CH2 Bn), 36.39 (CH3 trans), 34.79 (CHj cis), 28.61 (C-3"), 21.47
(C-2"); EM (IE): m/z (%) 382 (41) (M"), 337 (32), 310 (10), 291 (19), 282 (23), 268
(25), 246 (64), 232 (9), 218 (49), 192 (19), 172 (21), 128 (47), 114 (100), 106 (27).
Anal. calc. para C20H»NsOs (382,41): C 62,82; H 5,80; N 14,65. Encontrado: C
62,99; H 5,96; N 14,51.

Ejemplo 2e. Preparacion del 3-etoxipropil derivado 30. A una solucion del 1-(3-
bromopropil) derivado 4 (0,59 g, 1,51 mmol) en etanol (100 mL), se afiadié NaOH
(0,40 g, exceso) en agua (20 mL), y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
3 dias. A continuacion, se evapord el etanol y la solucion basica se extrajo con CHCls
(3 x 50 mL). La fase organica se seco (MgSOs), se concentrd y se cromatografié en
columna con mezclas de cloroformo/acetona (50:1 a 25:1) para proporcionar el éter

30.

2-Bencil-1-(3-etoxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (30). Rendimiento:
0,38 g (71%). Pf 93-95 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3).SO]: & 8,51 (d, J =
2,1 Hz, 1H, 4-H), 8,36 (dd, J= 9,0, 2,1 Hz, 1H, 6-H), 7,61 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 7-H),
7,26 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,17 (s, 2H, CHz Bn), 4,09 (t, J = 6,8 Hz, 2H, 1'-H), 3,17
(¢c,J=17,1 Hz, CHz Et), 3,09 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 3'-H), 1,56 (m, 2H, 2'-H), 1,02 (t, J=
7,1 Hz, 3H, CH3); 3C RMN [75 MHz, (CD3)S0]: § 160,94 (C-3), 148,64 (C-7a),
141,11 (C-5), 136,11 (C-1 Bn), 128,71 (C-3, - 5 Bn), 127,80 (C-4 Bn), 127,21 (C-2, -6
Bn), 126,93 (C-6), 120,44 (C-4), 115,34 (C-3a), 111,88 (C-7), 66.16 (C-3"), 65.19
(CHz Et), 44.87 (CHz Bn), 44.09 (C-1"), 26.56 (C-2"), 14.90 (CH3); EM (IE): m/z (%)
355 (100) (M"), 282 (3), 278 (4), 268 (4), 220 (4), 192 (13), 146 (7), 131 (4), 106 (4),
103 (4). Anal. calc. para CioH21N304 (355,39): C 64,21; H 5,96; N 11,82. Encontrado:
C63,92; H5,77, N 11,98.
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Ejemplo 2f. Preparacion del 2-acetoxietil derivado 31. Una suspension del 1-(2-
hidroxietil) derivado 9 (0,47 g, 1,50 mmol) en anhidrido acético (5 mL) se calentd a
100 °C durante 2 h. La reaccion se evaporé a sequedad y el residuo se triturd con 2-
PrOH (2 mL); el compuesto insoluble se recogio por filtracion, se lavo con 2-PrOH (2

x 2 mL) y se seco al aire.

1-(2-Acetoxietil)-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona (31). Rendimiento:
0,47 g (88%). Pf 168-170 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CD3),S0]: & 8,51 (d, J=
2,4 Hz, 1H, 4-H), 8,38 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H, 6-H), 7,66 (d, J= 9,0 Hz, 1H, 7-H),
7,25 (m, 5H, H aromat. Bn), 5,19 (s, 2H, CH» Bn), 4,36 (t, J = 4,8 Hz, 2H, 1'-H), 4,07
(t, J=4,8 Hz, 2H, 2'-H), 1,57 (s, 3H, CH3); 13C RMN [75 MHz, (CD3),S0]: § 169,53
(CO Ac), 161.19 (C-3), 149,90 (C-7a), 141,32 (C-5), 136,04 (C-1 Bn), 128,73 (C-3, -
5 Bn), 127,86 (C-4 Bn), 127,32 (C-2, -6 Bn), 126,84 (C-6), 120,33 (C-4), 115,51 (C-
3a), 112,48 (C-7), 60,22 (C-2"), 45,95 (C-1"), 44,81 (CHz Bn), 20.08 (CH3); EM (IE):
m/z (%) 355 (100) (M), 325 (2), 295 (5), 282 (6), 204 (6), 177 (9), 131 (10), 103 (7).
Anal. calc. para Ci1gH17N30s (355,34): C 60,84; H 4,82; N 11,83. Encontrado: C
60,60; H 5,03; N 11,57.

EJEMPLO 3. Estudio in vitro de la actividad de los derivados de indazol sobre
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Los ensayos de actividad frente 7. cruzi se llevan a cabo de acuerdo con un protocolo
secuencial de cribado farmacolégico in vitro en el que, en primer lugar, se realizan
ensayos simultaneos de actividad frente a epimastigotes (forma extracelular) y
citotoxicidad inespecifica en fibroblastos 1929 (células hospedadoras de los
amastigotes, forma intracelular del pardsito). Los epimastigotes son formas
extracelulares presentes s6lo en los insectos vectores (triatominos), pero dado que son
facilmente cultivables in vitro en el laboratorio, se usan para los cribados iniciales de
actividad antichagasica. Aquellos compuestos que resultan con una selectividad en
epimastigotes igual o superior a la del benznidazol, son seleccionados para un
posterior ensayo de actividad sobre amastigotes (Fonseca-Berzal, C. et al., Bioorg.

Med. Chem. Lett. 2013, 23, 4851-4856). Los amastigotes son parasitos intracelulares
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de las células de mamifero afectadas, por lo que los resultados obtenidos sobre ellos
son mucho mas significativos desde el punto de vista de la enfermedad de Chagas en

humanos.

Para evaluar la actividad in vitro en epimastigotes, se utilizaron cultivos axénicos de
T. cruzi, cepa CL clon BS5 transfectada de manera estable con el gen de la f-
galactosidasa (lacZ) de Escherichia coli (Buckner, F. et al., Antimicrob. Agents
Chemother. 1996, 40, 2592-2597). Esta cepa presenta un comportamiento biolégico
similar al de la cepa CL parental que la hace idénea para el cribado farmacologico in
vitro (Le-Senne, A. et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2002, 97, 1101-1105). La
expresion de la enzima P-galactosidasa por el parasito da lugar a la reduccion del
sustrato cromogénico rojo de clorofenol P-D-galactopiranosido (CPRG) a rojo de
fenol. Dicha reaccion colorimétrica es directamente proporcional al numero de
parasitos vivos, 1o que permite estimar los porcentajes de actividad de los compuestos

mediante espectrofotometria.

Los cultivos de epimastigotes se mantienen a 28 °C en medio LIT suplementado al
10% (v/v) con suero bovino fetal inactivado (56 °C, 30 min.), penicilina (100 Ul/mL)
y estreptomicina (100 pg/mL), realizando subcultivos semanalmente para mantenerlos

continuamente en fase de crecimiento exponencial.

De acuerdo con el protocolo estandarizado por Vega, M. C. et al. (Parasitol. Res.
2005, 95, 296-298), posteriormente modificado por Fonseca-Berzal, C. et al. (Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2013, 23, 4851-4856), los cultivos en fase de crecimiento
exponencial se distribuyeron en placas de 96 pocillos a razén de 250.000
epimastigotes/mL en volumenes de 200 pL/pocillo y se incubaron junto con los
compuestos a ensayar durante 72 h a 28 °C. Todos los compuestos se disolvieron en
sulféxido de dimetilo (DMSO) y se afiadieron extemporaneamente a los respectivos
medios de cultivo en concentraciones finales de 256-0,125 uM. La concentracion final
de DMSO en los cultivos nunca superd el 0,2% (v/v), no presentando a esta
concentracion efecto téxico para células y parasitos. En cada placa se ensayd cada

concentracion por triplicado y se incluyeron controles de crecimiento, blancos de
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medio y de compuesto, asi como un control interno con benznidazol, farmaco de
referencia. Una vez transcurridas las 72 h, se procedi6 a revelar el ensayo mediante la
adicion de 50 pL/pocillo de una solucion de CPRG en 0,9% Tritén X-100
(concentracion final 200 uM, pH 7.4) y posterior incubacién de las placas durante 3 h
a 37 °C. Finalmente, se determiné la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro de
placas (ELx808 ELISA reader, Biotek Instruments Inc.) y se estimaron los porcentajes
de actividad mediante comparacion del valor medio obtenido en los pocillos tratados

con ¢l valor medio de absorbancia que presenta el control de crecimiento.

Para cada compuesto, se estimé la concentracién necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento de los epimastigotes (Clso epimastigotes) a partir de la correspondiente
curva dosis-respuesta (concentracion ensayada vs porcentaje de actividad en
epimastigotes). Los resultados de actividad se expresan como la media de la Clso en
epimastigotes + desviacion estandar (SD), a partir de los valores obtenidos en tres
experimentos realizados de manera independiente (n = 3). Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla 2. Puede observarse que los 3-alcoxi-2-bencilindazoles
[compuestos de la serie (II)] presentan escasa actividad, mientras que muchas de las
indazolinonas 1,2-disustituidas [compuestos de la serie (I)] presentan actividades,
expresadas como Clso, muy superiores a la del benznidazol, formaco de referencia
(Clso = 22,73 uM). Destacan las indazolinonas conteniendo en posicién 1 grupos
alquilo sustituidos tales como 2-bromoetilo (3), 3-bromopropilo (4), 2-hidroxietilo (9),
3-hidroxipropilo (10) o grupos alquenilo como vinilo (24), con valores de Clso = 1,58-
2,90 pM. Los derivados con una cadena lateral de acido carboxilico (25, 26) asi como

los compuestos acilados en posicion 1 (14, 15), al contrario, no presentan actividad.

EJEMPLO 4. Estudio in vitro de la citotoxicidad inespecifica de los derivados de
indazol frente a fibroblastos murinos L929 y determinacién de los indices de
selectividad (IS).

Con el fin de descartar cualquier efecto toxico de los compuestos sobre células de
mamifero, asi como para determinar la selectividad de los mismos hacia T. cruzi, se

evaluo su citotoxicidad inespecifica en fibroblastos 1.929.
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Tabla 2. Actividad in vitro frente a formas extracelulares (epimastigotes) e intracelulares

(amastigotes) de I. cruzi y citotoxicidad inespecifica en fibroblastos murinos 1929,

expresadas como Clso y CLso, respectivamente.

Compuesto (.3150 epimas- CLso L929 I8 Clso amasti- Isb
tigotes (UM) (uM) epimastigotes  gotes (UM)  amastigotes

2 10,79+ 4,80 195,27 +9,70 18,10 3,02 0,55 64,66
3 2,13+0,72 > 256 > 120,19 1,14+£0,14  >22456
4 2,90+037  25,19+3,16 8,69 - -
3 26,17+ 11,31 128,89+ 10,32 4,92 - -
6 11,66 +2,13 >256 >21,95 3,50+£083  >73,14
7 9,19 £ 1,20 >256 >27,86 293+£1,68  >87,37
8 11,14£0,59 78,07 + 8,02 7,01 - -
9 1,58 + 0,06 > 256 > 162,02 0,22+0,06 > 1.163,64
10 1,68 + 0,36 >256 > 152,38 025+0,12 >1.024,00
11 6,56 + 0,87 > 256 > 39,02 2,29+£0,79  >111,79
12 49,01 + 14,58 122,03 + 15,98 2,49 - -
13 43,59 £5,41 86,06+ 13,66 1,97 - -
14 >256 > 256 ND¢ - -
15 >256 145,52 + 6,10 <0,57 - -
16 28,76 + 2,67 > 256 > 8,90 - -
17 > 256 >256 ND - -
18 39,04 £ 1342 59,04+ 4,61 1,51 - -
19 144,71 £ 9,30 >256 >1,77 - -
20 > 256 >256 ND - -
21 > 256 >256 ND - -
22 64,91 + 8,34 > 256 > 3,94 - -
23 > 256 > 256 ND - -
24 2,75+ 0,09 160,46 + 14,89 58,35 0,47+ 0,10 341,40
25 > 256 > 256 ND - -
26 > 256 >256 ND - -
27 30,98 + 3,94 > 256 > 8,26 - -
28 13,29 +£ 0,92 >256 >19,26 1,50+£023  >170,67
29 3,86 £ 0,37 > 256 > 66,32 0,54£0,04  >474,07
30 6,57+0,27 170,41 +9,94 25,94 3,31+0,52 51,48
31 5,43 £1,89 > 256 > 47,14 025+0,14  >1.024

Benznidazol 23 73 + 3,33 >256 > 11,26 0,68+0,08  >37647
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*indices de selectividad para epimastigotes (IS = CLso L929/Cls epimastigotes).

bindices de selectividad para amastigotes (IS = CLs0 L929/Clso amastigotes).

*No determinado.

‘No evaluado en amastigotes por no alcanzar en epimastigotes el minimo de selectividad

establecido por el farmaco de referencia (IScompuesto < ISBenznidazol)-

Los cultivos de L929 se mantienen a 37 °C y 5% CO: en frascos de 75 cm? de
superficie, utilizando medio MEM sin rojo de fenol, suplementado al 10% (v/v) con
suero bovino fetal inactivado (56 °C, 30 min.), penicilina (100 UI/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL).

La citotoxicidad en fibroblastos L929 se determin6 mediante fluorimetria en presencia
del sustrato resazurina, indicador redox que al mismo tiempo sufre un cambio de color
y emite fluorescencia en presencia de células metabolicamente activas (AlamarBlue®

Assay, U.S. Patent No. 5,501,959).

Para la realizacién del ensayo, las células 1.929 se despegaron del frasco de cultivo
mediante tripsinizacion. Para ello, tras retirar el medio de cultivo, se adicioné al frasco
una soluciéon de EDTA-tripsina y se incubé durante 5 min a 37 °C y 5% COz. Esta
mezcla se centrifugd 5 min a 1.500 rpm, se retird el sobrenadante y se resuspendieron
las células en medio MEM a una concentracién de 15x10* L929/mL, que se distribuy6
en placas de 96 pocillos colocando 100 pL/pocillo. Tras incubar las placas 3 h a 37 °C
y 5% CO; para favorecer la adhesion de las células, se descart6 el medio de cultivo y

se afladieron 200 pL/pocillo de los compuestos a ensayar diluidos en MEM fresco.

Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C y 5% CO,. Cada concentracién se evalud
por triplicado y se incluyeron controles de crecimiento, blancos de medio y de
compuesto, asi como un control interno con benznidazol en cada placa. Finalmente, se
afladieron 20 pL/pocillo de una solucion de resazurina en 1% PBS (2 mM, pH 7) y se
incubaron las placas durante 3 h a 37 °C y 5% CO;. La intensidad de fluorescencia se
determin6 a 535 nm (excitaciéon) y 590 nm (emisién) en un espectrofluorimetro de
placas (Infinite 200, Tecan). El porcentaje de citotoxicidad se calculé mediante

comparacion de la sefial de fluorescencia emitida por las células tratadas con respecto
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a la emitida por las células sin tratar (Fonseca-Berzal, C. et al., Bioorg. Med. Chem.

Lert. 2013, 23, 4851-4856).

Para cada compuesto se estimd la concentracion necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento celular (CLso L929) a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta
(concentracion ensayada vs porcentaje de citotoxicidad en fibroblastos). Los
resultados de actividad se expresan como la media de la CLso + SD, a partir de los
valores obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla 2. Puede observarse que la mayor parte de los
compuestos activos frente a epimastigotes (3, 9, 10 y 24) presentan mucha menor
toxicidad que el benznidazol frente a fibroblastos, por lo que sus IS para epimastigotes

son muy superiores a los del farmaco de referencia.

EJEMPLO 5. Estudio in vitro de la actividad de los derivados de indazol sobre
amastigotes de Trypanosoma cruzi.

De la misma manera que las pruebas de actividad en epimastigotes, estos ensayos se
realizaron sobre la cepa CL-BS transfectada con el gen de la B-galactosidasa (lacZ) de
Escherichia coli y se determin la actividad de los compuestos mediante reduccion del
sustrato CPRG (Buckner, F. et al., Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 2592-
2597).

Para evaluar la actividad in vitro en amastigotes, forma parasitaria clinicamente
relevante en la enfermedad de Chagas, se obtuvieron tripomastigotes derivados de
cultivo celular (TDC) mediante la infeccion de cultivos de células L929 con
epimastigotes en fase estacionaria de crecimiento. Los cultivos se incubaron junto con
las formas infectivas durante 24 h a 33 °C y 5% CO; para favorecer la invasion
celular. Transcurrido este tiempo, aquellos parasitos que no habian infectado a las
células se retiraron mediante lavado de los cultivos con PBS. Tras adicionar medio
MEM fresco, los cultivos infectados se incubaron en similares condiciones de
temperatura y humedad durante 7 dias, momento en el cual se obtuvieron TDC en el

sobrenadante.
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Las pruebas se realizaron en placas de cultivo celular de 48 pocillos (Fonseca-Berzal,
C. et al., Parasitol. Res. 2014, 113, 1049-1056). Tras despegar las células 1.929 de sus
frascos de cultivo celular mediante tripsinizacion, se distribuyeron por cada pocillo
10.000 1929 en 120 pL de MEM y se incubaron las placas 2 h a 37 °C y 5% CO;. Una
vez adheridas las células, éstas se infectaron con TDC en proporcion 1:6 (célula:
parasito) y se incubaron durante 24 h a 33 °C y 5% COa. A continuacion, se retird el
medio de cultivo, se realizaron lavados con PBS para eliminar los TDC que no
penetraron en las células y se afiadieron diluciones de los compuestos a ensayar en
MEM fresco en un volumen final de 450 pL/pocillo. Las placas se incubaron durante
7 dias a 33 °C y 5% COz y en ellas se evalué cada concentracién por triplicado,
incluyéndose controles de infeccion, crecimiento celular, blancos de medio y de
compuesto, asi como un control interno con benznidazol. Una vez finalizado el tiempo
de incubacion con los compuestos, se procedié a revelar el ensayo mediante la adicion
de 50 pl/pocillo de una solucién de CPRG en 3% Tritéon X-100 (concentracion final
400 pM, pH 7.4) y posterior incubacion de las placas durante 3 h a 37 °C. Finalmente,
se determind la absorbancia a 595 nm en un espectrofluorimetro de placas (Infinite
200, Tecan). Los porcentajes de actividad se estimaron mediante comparacion del
valor medio de absorbancia obtenido en los pocillos tratados, con respecto a la
absorbancia media que presentan los controles de infecciéon. La absorbancia
correspondiente a los controles de crecimiento celular (s6lo células 1.929) fue restada

en los grupos experimental y de control de infeccidn.

Para cada compuesto se estimo6 la concentracion necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento de los amastigotes (Clso amastigotes) a partir de la correspondiente curva
dosis-respuesta (concentracion ensayada vs porcentaje de actividad en amastigotes).
Los resultados de actividad se expresan como la media de la Clsp para amastigotes +
SD, a partir de los valores encontrados en tres experimentos independientes (n = 3).
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2. Puede observarse que varias
indazolinonas 1,2-disustituidas [compuestos de la serie (I)] son también superiores al
benznidazol (Clso = 0,68 uM; IS > 376,47) en cuanto a actividad e indice de
selectividad frente a amastigotes, destacando los productos 9, 10, 29 y 31 (Cls =
0,22-0,54 pM; IS > 474,07-> 1.163,64).
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EJEMPLO 6. Estudio in vitro de la actividad de los derivados de indazol sobre
trofozoitos de Trichomonas vaginalis.

La bisqueda de nuevos agentes tricomonicidas sigue un modelo secuencial de cribado
basando en varias fases que, a modo de filtro, permiten pasar al siguiente nivel de
estudio sélo aquellos productos que muestran determinados valores significativos de

actividad (Ibafiez-Escribano, A. et al., J. Microbiol. Methods 2014, 105, 162-167).

En primer lugar, los derivados de indazol son evaluados frente al aislado de T
vaginalis JH31A4, de la coleccion de la American Type Culture Collection (ATCC),
sensible al fArmaco de referencia metronidazol. Este aislado se mantiene en cultivo en
medio TYM (tripticasa, extracto de levadura, maltosa), suplementado con L-cisteina,
acido ascorbico y un 10% de suero bovino fetal descomplementado. Los cultivos del
parésito se mantienen en estufa a 37 °C y 5% CO, realizandose pases cada 48 h.

El cribado in vitro se lleva a cabo evaluando el porcentaje de crecimiento de un
cultivo controlado tras 24 h en contacto con concentraciones crecientes del compuesto
a evaluar. Para determinar la concentracion inhibitoria 50 (Cls), se prepara una
solucion stock de los compuestos en sulfoxido de dimetilo (DMSO), y se ensayan en
un rango de seis concentraciones distintas en diluciones dobles seriadas sucesivas,

partiendo de una concentracion maxima de 300 uM.

En primer lugar se preparan los cultivos en tubos de vidrio con 100.000
trofozoitos/mL en un volumen final de 2 mL. Tras 5 h de incubacién en estufa, se
afiaden 4 pL de los compuestos disueltos en DMSO (volumen final del disolvente <
0,2%). Tras 24 h de incubacion a 37 °C y 5% COg, se reparten 200 pL de cada cultivo
en placas estériles de fondo plano de 96 pocillos (Nunc). A continuacion se retira el
medio de cultivo tras centrifugar las placas a 2.000 rpm durante 5 min y se
resuspenden los trofozoitos en el mismo volumen de tampdén fosfato estéril
suplementado con 0,1% de glucosa. Finalmente, se revela la prueba afiadiendo 20 pL
de una solucion stock de resazurina 3 mM a cada pocillo. Este sustrato es un colorante
redox capaz de ser reducido a resorufina por células viables. La resorufina, a

diferencia de la resazurina, emite fluorescencia pudiéndose determinar el porcentaje
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de viabilidad celular mediante lectura fluorimétrica. Tras una hora de incubacion a 37
°C la intensidad de fluorescencia es determinada en un fluorimetro INFINITE
(Rexcitacion 535 nm Y Aemision 590 nm), siguiendo el protocolo previamente descrito por el
grupo de investigacion (Ibafiez Escribano, A. et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2012,
107, 637-643). En todos los ensayos se incluye un control de metronidazol 25 uM y
tres controles de crecimiento a los que se les afiade el mismo volumen de disolvente
(DMSO). Los resultados se calculan a partir de la media obtenida de al menos dos
experimentos independientes. Todos los compuestos son evaluados por triplicado en

cada ensayo, obteniéndose una DS por debajo del 10%.

Los compuestos que muestran una actividad relevante frente al aislado parasitario se
sometieron también a evaluacién frente al cultivo de T. vagiralis metronidazol-
resistente IR 78. El procedimiento de cribado in vitro es idéntico al descrito para el

aislado JH31A4.

Los resultados obtenidos para el aislado de T. vaginalis JH31A4 sensible a
metronidazol se recogen en la Tabla 3, donde se muestran los valores de
concentracion que producen una inhibicion del 50% del crecimiento del parasito
(ClIs0). Los compuestos que pasaron el primer filtro de evaluacion en T. vaginalis,
presentando valores de Clso < 50 puM, fueron las indazolinonas 1,2-disustituidas
[compuestos tipo (I)] 9 y 29, y los 3-alcoxi-2-alquilindazoles [compuestos tipo (II)]
18, 20, 21 y 22. Cabe destacar los compuestos de tipo (II) 21 y 22 [3-(2-hidroxietoxi)-
y 3-(3-hidroxipropoxi)indazoles], que presentaron una actividad relevante frente al
parasito con valores de Clso de 9,82 y 7,25 uM, respectivamente. El derivado 22
mostr6 la actividad antiparasitaria mas elevada logrando una inhibicion de crecimiento
de mas del 90% a la maxima concentracion evaluada, siendo superior a la actividad
mostrada a la misma concentracion por el metronidazol, farmaco de referencia.

El resto de moléculas ensayadas resultaron poco activas o incluso no mostraron
ningln efecto sobre el crecimiento de los parasito, no pudiéndose calcular en estos

casos sus valores de Clsp.
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La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos frente al aislado de 7. vaginalis resistente
a metronidazol IR 78. El valor de Clso correspondiente al compuesto 22 es muy
similar al obtenido con el aislado sensible a metronidazol, lo que pone en evidencia la
falta de resistencia cruzada entre este compuesto y el farmaco de referencia. De este
modo, el compuesto 22 puede considerarse un buen prototipo para el desarrollo de
farmacos utilizables en los casos de resistencia a los 5-nitroimidazoles, para los cuales
no existe un medicamento alternativo aceptado por los organismos de salud

internacional,

EJEMPLO 7. Estudio in vitro de la citotoxicidad inespecifica de los derivados de
indazol frente a células Vero y determinacién de los indices de selectividad (IS).
En este estudio se analizan sélo aquellas moléculas que han mostrado una actividad

significativa in vitro frente a T. vaginalis (Clso < 50 uM).

Este ensayo se lleva a cabo sobre la linea celular Vero CCL-81 (ATCC); las células
son mantenidas en botes de cultivo celular horizontal, en medio RPMI-1460 (Sigma-
Aldrich) suplementado con 10% de suero bovino fetal y solucién de antibiéticos. Las
células se despegan empleando una solucion estéril de EDTA-tripsina. A continuacién
se hace un recuento hemocitométrico con azul Tripan, afiadiéndose a placas estériles
de 96 pocillos una concentracion de 50.000 células/100 pL/pocillo. Se mantienen las
placas en estufa a 37 °C y 5% CO. para favorecer la adhesion de las células al
plastico. Tras la incubacion se afiaden los compuestos a las mismas concentraciones
que fueron ensayadas frente a 7. vaginalis. Tras mantener en contacto las células con
los compuestos durante 24 h, se procede al revelado de la prueba afiadiendo 20 pL del
colorante resazurina preparado a una concentracién stock de 1 mM en solucién PBS
estéril. Las lecturas fluorimétricas se llevan a cabo tras 3 horas de incubacién con el
sustrato redox. Al igual que en los ensayos in vitro frente a T. vaginalis, los resultados
se calculan a partir de la media obtenida tras la realizacion de al menos dos
experimentos independientes. Cada concentracion se evalta por triplicado
obteniéndose una DS por debajo del 10%, existiendo ademas un control de

crecimiento al que se le asume un 0% de actividad citotoxica inespecifica.

39



10

15

ES 2614131 B2

Los resultados obtenidos en este estudio se recogen en la Tablas 3 y 4, donde se
muestran los valores necesarios para inhibir un 50% del crecimiento de las células
Vero (CCso). Igualmente, se han estimado los indices de selectividad (IS) que
determinan la toxicidad selectiva de la molécula a partir de la relacién entre la CCso y
la CIso. Los seis compuestos ensayados (9, 18, 20, 21, 22 y 29) mostraron una
actividad citotdxica inespecifica baja, con porcentajes de inhibicion del crecimiento de
células Vero < 20% a 300 uM y unos valores del IS entre 6,0 y > 41,4. Nuevamente
hay que destacan los compuestos de tipo (II) 21 y 22, que mostraron porcentajes de
citotoxicidad (%C) a la maxima concentracién ensayada (300 uM) muy bajas (%Cas =

14,7 £ 4,3; %Caa = 14,5 £ 3,2).

Tabla 3. Actividad in vitro frente a T. vaginalis JH31A4 y citotoxicidad inespecifica frente a

células Vero, expresadas como Clso y CCso respectivamente.

Compuesto (ﬁll\s/;) (Cui/sl(; IS Compuesto (ﬁﬁ) (iij[; IS
2 260,97 16 151,47
3 347,74 17 64,75
4 80,21 18 18,57 538,85 29,0
5 534,57 20 43,02 >300 >70
6 ND 21 9,82 >300 >30,5
7 375,54 22 7,25 >300 >414
8 192,42 23 107,45
9 17,94  >300 >16,7 24 258,43
10 128,44 25 ND
11 284,62 27 104,13
12 418,86 28 182,01
13 588,88 29 4894 >300 >6,1
14 212,91 30 362,18
15 197,42 31 265,63

Metronidazol 1,43 > 600 > 100

ND: No determinado por ausencia de actividad antiparasitaria

Tabla 4. Actividad in vitro frente a T. vaginalis IR 78 y citotoxicidad inespecifica frente a

células Vero, expresadas como Clso y CCso, respectivamente.
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Compuesto  Clso (uM)  CCso (M) IS
18 39,12 538,85 13,8
21 49,82 >300 >6,0
22 9,11 >300 >32,9
Metronidazol 5,78 > 600 > 100

En el caso del aislado de T. vaginalis resistente a metronidazol, los valores del IS
estan comprendidos entre > 6,0 y > 32,9, presentando una vez mas el compuesto 22 el
maximo valor, por lo que resulta prometedor como una alternativa al firmaco de

referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos derivados de 5-nitroindazol de formulas generales (I) y (II),

10

15

20

25

e O

Férmula (1) Férmula (11)

donde R puede ser:

- un grupo alquenilo o alquinilo de 2-6 4tomos de carbono y con el enlace multiple
en cualquiera de las posiciones posibles. Se excluye especificamente la 1-alil-2-
bencil-5-nitroindazolinona [compuesto tipo (I)].

- un grupo polimetilénico de longitud variable [(CHz2),, n = 1-6] con sustituyentes
terminales de tipo Br, OH, COOR (R = H o alquilo de 1-5 dtomos de carbono),
CONR'R? (R! y/o R? = H o alquilo de 1-5 atomos de carbono), CN, OR (R =
grupos alquilo o acilo de 1-5 dtomos de carbono).

- un grupo etoxicarbonilo o benciloxicarbonilo.

- un grupo acilo alifatico (de 1 a 5 4tomos de carbono tales como formilo, acetilo o
propionilo) u aromatico (benzoilo o benzoilos diferentemente sustituidos en las
posiciones 2, 3 0 4 con grupos tales como F, Cl, Br, OH, OR, NH;, NO; o CN).

- un grupo sulfonilo alifatico o aromético [metanosulfonilo o p-toluenosulfonilo

(tosilo)].

y donde X puede ser cualquier sustituyente en las posiciones 2, 3 o 4 de un grupo
bencilo, seleccionado entre un grupo alquilo sencillo o ramificado de 1-5 dtomos de
carbono, trifluorometilo (CF3), F, Cl, Br, grupos hidroxilo (OH), alcoxilo (OR; R
= alquilo), grupos amino (NH, NRy), nitro (NO3) o ciano (CN). En compuestos de
tipo (I), cuando R = CH2COOH, se excluyen especificamente derivados con dos

atomos de haldgeno en el sustituyente bencilico.

o sus solvatos o profarmacos.
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2. Un compuesto de formula general (I) segun la reivindicacion 1, seleccionado de la

lista siguiente:

2-Bencil-5-nitro-1-propargil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(2-bromoetil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(3-bromopropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(metoxicarbonil)metil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-cianometil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-[2-(metoxicarbonil)etil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-[3-(etoxicarbonil)propil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(2-hidroxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(3-hidroxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(2-metoxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-etoxicarbonil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-benciloxicarbonil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
1-Acetil-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-benzoil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-5-nitro-1-tosil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-5-nitro-1-vinil-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(2-carboxietil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(3-carboxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(3-carbamoilpropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-[3-(metilcarbamoil)propil]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-[3-(dimetilcarbamoil)propil ]-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
2-Bencil-1-(3-etoxipropil)-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona
1-(2-Acetoxietil)-2-bencil-5-nitro-1,2-dihidro-3 H-indazol-3-ona

0 sus solvatos o profarmacos.

3. Un compuesto de formula general (II) segin la reivindicacidn 1, seleccionado de la

lista siguiente:
2-Bencil-3-(2-bromoetoxi)-5-nitro-2 H-indazol

2-Bencil-3-(3-bromopropoxi)-5-nitro-2 H-indazol
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2-Bencil-3-(metoxicarbonil)metoxi-5-nitro-2 H-indazol
2-Bencil-3-[2-(metoxicarbonil)etoxi]-5-nitro-2 H-indazol
2-Bencil-3-(2-hidroxietoxi)-5-nitro-2 H-indazol
2-Bencil-3-(3-hidroxipropoxi)-5-nitro-2 H-indazol

5 2-Bencil-3-(2-metoxietoxi)-5-nitro-2 H-indazol
o sus solvatos o profarmacos.
4. Procedimiento para la preparacion de los compuestos de formula general (I) y (IT)

10 por tratamiento de la 5-nitroindazolinona con agentes alquilantes, alcoxicarbonilantes,

acilantes y sulfonilantes, seglin se recoge en el Esquema 1.

O,N
N—Bn
15 H 0 R
O,N O,N
—
“ —_— N-Bn + . N-Bn
H N N
O,N R
. N-Bn '
N

20 Esquema 1

5. Procedimiento para la preparacion de compuestos de féormula general (I) por

modificacion quimica de la cadena lateral de los compuestos de formula general (I)

incluidos en la reivindicacion 1, segin se recoge en el Esquema 2.

0
O,N O,N
N-Bn ———» N-Bn
N N
R’ R?

25

Esquema 2

6. Uso de los compuestos de las reivindicaciones 1-3 para la preparacion de un

medicamento destinado al tratamiento de enfermedades causadas por protozoos
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patéogenos de las familias Trypanosomatidae (Trypanosoma, Leishmania) vy

Trichomonadidae (Trichomonas).

7. Una composicion farmacéutica que incluya cualquiera de los compuestos definidos

en las reivindicaciones 1-3 y, al menos, un excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Una composicion farmacéutica, segun reivindicacion 7, que, opcionalmente, puede

contener también otros principios activos.
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