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Titulo: Triazoles parala regulacion de la homeostasis de calcio intracelular

@Resumen:

Triazoles para la regulacion de la homeostasis de
calcio intracelular.
La presente invencion se relaciona con 1,2,3-triazoles 5107

de férmula: ~CrAHK1
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DESCRIPCION
Triazoles para la regulacion de la homeostasis de calcio intracelular
Campo de la invencion

La presente invencion esta relacionada con nuevos 1,2,3-triazoles sustituidos ttiles para mejorar
o restaurar la funcidon de homeostasis de calcio intracelular en células humanas y animales.
También estd relacionada con métodos de sintesis de dichos compuestos, con composiciones
farmacéuticas que los contienen, y con su uso para prevenir o tratar trastornos musculo-

esqueléticos, cardiacos y neurodegenerativos.

Antecedentes de la invencion

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias heterogéneas que se caracterizan por la
debilidad y atrofia progresiva del musculo esquelético. La distrofia muscular de Duchenne
(DMD) es una de las formas mas frecuentes, estd ligada al cromosoma X y se da en 1 de cada
3500 varones. Como en el caso de su forma alélica mas benigna (la distrofia muscular de Becker,
BMD), ambas estan producidas por mutaciones en el gen que codifica la distrofina, una proteina
del citoesqueleto de 427-kDa. Los estudios genéticos no son suficientes para la erradicacion de la
enfermedad debido a la alta incidencia de casos esporadicos por lo cual la busqueda de nuevas

terapias eficaces es de urgente necesidad.

Las distrofias musculares de cintura (LGMDs) son un amplio grupo de distrofias musculares
hereditarias caracterizadas por la debilidad proximal progresiva con afectacion predominante de
las cinturas pélvica y escapular. Dentro de las formas recesivas de LGMD, la calpainopatia o
LGMD2A es la forma mas frecuente y estd producida por mutaciones en el gen que codifica la
calpaina 3 (CAPN3), una cistein proteasa no lisosomal necesaria para el correcto funcionamiento

y regeneracion del musculo.

La distrofia miotdnica tipo 1 (DM1), es la forma adulta mas frecuente de distrofia muscular y se
caracteriza por debilidad muscular, miotonia y afectacion multisistémica. Es una enfermedad
hereditaria autosémica dominante causada por una expansion inestable de la repeticion del
triplete CTG localizado en la region no codificante 3" del gen DMPK, localizado en el brazo

largo del cromosoma 19 y expresado predominantemente en misculo esquelético.
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Las arriba mencionadas asi como otras distrofias musculares (como la DM2, LGMD recesiva y
dominante, miopatias congénitas o metabdlicas entre otras) comparten alteraciones en la
homeostasis del calcio intracelular. Debido a que la alteracion de la concentracion intracelular de
Ca’" en las fibras musculares parece representar un mecanismo patogénico central comun, el
desarrollo de intervenciones terapéuticas que prevengan las alteraciones del Ca®" intracelular
constituye una diana terapéutica muy valiosa. (Vallejo-Illarramendi et al. Expert Rev. Molec.
Med. 2014, 16, el6, doi: 10.1017/erm.2014.17 “Dysregulation of calcium homeostasis in

muscular dystrophies”).

Niveles basales elevados de Ca®" intracelular conllevan la activacién de la calpaina, la
degradacion de proteinas, la apertura de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial
(PTPm) y, finalmente, la muerte de la fibra muscular por necrosis. El aumento de los niveles de
Ca®" intracelular es un proceso complejo que involucra flujos de Ca®" a través del sarcolema,
pérdidas del calcio desde el reticulo sarcoplasmico (RS) y niveles anormales de Ca*" en el RS.
En ratones mdx, un modelo animal de distrofia muscular de Duchenne, la S-nitrosilacion
anormal de los residuos de cisteina del receptor de rianodina RyR1 y RyR2 conlleva la
disociacion de la calstabina del complejo proteico, lo cual produce canales inestables que pierden
calcio en estado de reposo. Esta nitrosilacion parece producida por una desregulacion del 6xido
nitrico que causa estrés nitrosativo y oxidativo en los musculo de ratones distréficos mdx
(Dudley et al., Am. J. Pathol. 2006; Bellinger et al., Nat Med. 2009, 15, 325-330; Fauconier et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2010). Ademas, la expresion inducida de la microdistrofina en
miotubos deficientes de distrofina revierte el aumento de la liberacion de calcio dependiente de
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) a niveles controles, lo que sugiere la implicacion de

IP3R en la alteracion de la homeostasis del Ca?" en DMD.

Mediante ensayos de inmunoprecipitacion se ha demostrado que la calpaina 3 (CAPN3)
interactua con la calsecuestrina (CSQ), proteina que participa en la homeostasis del calcio. En
ratones knockout de CAPN3 (C3KO, Capn3-/-), la reduccion de los niveles de RyRI se
acompaiia de una reduccién en la liberacion del Ca*" desde el RS. A su vez, se ha visto que tras
la liberacion de calcio del RS en ratones Capn3-/-, la recaptacion de Ca* hacia el RS se produce
mas lentamente, aunque la base de este hallazgo necesita ser estudiada mas en profundidad. Sin
embargo, se ha observado que la pérdida de la actividad proteolitica de la CAPN3 en ratones
Capn3 cs/cs no afecta a la homeostasis del calcio, lo cual indica que la funcidn estructural de la

CAPN3 es clave para el mantenimiento de la homeostasis de Ca*".

3
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La distrofia miotonica se ha asociado con la desregulacion de la conexion alternativa del gen
CACNALS que codifica la subunidad alfa 1S del receptor de dihidropiridina DHPR, un sensor de
voltaje imprescindible en el acoplamiento excitacion-contraccion (E-C). En la DM1 y DM2, la
omision del exon 29 de CACNAIS es mayor, lo que aumenta la conductancia del canal y la

sensibilidad al voltaje.

Varios trastornos y enfermedades se asocian a modificaciones congénitas o adquiridas de la
proteina RyR1 (Kushmir et al. Recent Pat Biotechnol. 2012, 6, 157-166 “Ryanodine receptor
patents”). Dichos trastornos y enfermedades comprenden condiciones del musculo esquelético,
cardiaco y del sistema nervioso. Mdas concretamente incluyen, pero no se limitan a, miopatias
congénitas, distrofias musculares, sarcopenia, fatiga del misculo esquelético, debilidad muscular
adquirida o atrofia, hipertermia maligna, trastornos y enfermedades de ritmo cardiaco irregular
asociados a ejercicio, insuficiencia cardiaca congestiva, miocardiopatia hipertréfica, enfermedad
de Alzheimer y pérdida de memoria asociada a la edad. En todas estas afecciones se ha sugerido
que elevaciones de las concentraciones de Ca®" intracelular ([Ca*'];) en condiciones de reposo
contribuyen directamente a la toxicidad de la célula (miofibra, cardiomiocito, neurona o célula

glial), su deterioro y la activacion simultanea de proteasas dependientes de Ca™" .

Existen dos tipos principales de receptores de rianodina relacionados con canales de calcio en
fibras musculares: RyR1 situado en el musculo esquelético, y RyR2 situado en el musculo
cardiaco. Cada canal de calcio estd formado por un tetrdmero de proteina RyR, pudiendo cada
monomero de RyR interaccionar con una proteina de casltabina. RyR1 se une a FKBP12
(calstabinal) y RyR2 se une a FKBP12.6 (calstabina2). Tanto en corazén como en musculo
esquelético se ha visto que la disociacion anormal de las calstabinas y los canales RyR por la
nitrosilacion progresiva de los canales de RyR, causa un incremento de la liberacién de Ca®*
desde el reticulo sarcopldsmico al citoplasma intracelular, reduciendo el rendimiento muscular
durante la contraccion y activando, a largo plazo, la disfuncion muscular (Bellinger et al., Nat.

Med. 2009, 15, 325-330; Fauconier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010, 107, 1559-1564).

En el estado de la técnica se conocen algunos compuestos de bajo peso molecular que muestran
actividad terapéutica en tejidos musculares dafiados. Por ejemplo, se ha demostrado la utilidad de
la 4-[3-(4-bencilpiperidinil)-propanoil]-2,3,4,5-tetrahidro-1,4-benzotiazepina (JTV-519) para
prevenir la necrosis de méisculos cardiacos y el infarto de miocardio. A concentraciones de 10°°

M, el compuesto JTV-519 inhibe in vitro la necrosis miocardial inducida por adrenalina y
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cafeina en el ventriculo izquierdo de un corazon de rata sin afectar el ritmo cardiaco ni la presion
ventricular izquierda (Kaneko, N. et al WQ092/12148A1 “Preparation of 4-[(4-
benzylpiperidinyl)-alkanoyl]-2,3,4,5-tetrahydro-1,4-benzothiazepine derivatives for inhibiting
the kinetic cell death of cardiac muscles without inhibiting cardiac functions”). El compuesto
JTV-519 actia sobre el receptor de rianodina RyR2 asociado a la calstabina2 (FKBP12.6),
aumentando la afinidad de FKBP12.6 por el receptor RyR2 fosforilado via kinasa PKA, y
también por el receptor RyR2 mutante que, de otro modo, tienen una baja afinidad o no se
enlazan a FKBP12.6. Esta accion de JTV-519 repara la fuga de i6n Ca®" en RyR2 (Marks, A. R.
et al US2004/229781A1 “Compounds and methods for treating and preventing exercise-induced

cardiac arrhythmias”).

MeO NJ?\AN MeO N/
eGSOV T )

JTV-519 $-107

También es conocido que composiones farmacéuticamente activas conteniendo el compuesto S-
107, u otras tetrahidrobenzotiazepinas estructuralmente relacionadas, son eficaces para tratar o
prevenir trastornos o enfermedades relacionadas con los receptores RyR2 que regulan el
funcionamiento de los canales de calcio en células cardiacas (Marks, A. R. et al
US2006/194767A1 “Benzothiazepines as novel agents for preventing and treating disorders
involving modulation of the RyR receptors and their preparation and pharmaceutical
compositions”; ver también: Mei, Y. et al. PLoS One. 2013, 8: ¢54208 “Stabilization of the
skeletal muscle ryanodine receptor ion channel-FKBP12 complex by the 1,4-benzothiazepine
derivative S107”). También es conocido que la misma familia de compuestos es activa como
estabilizante de la interaccion RyR1-calstabinal, reduciendo la fatiga muscular (Marks, A. R. et
al WO2008/060332A2 “Methods using tetrahydrobenzothiazepine compounds for treating or
reducing muscle fatigue”) y para tratar la sarcopenia (Marks, A. R. et al WO2012/019071A1
“Methods and compositions comprising benzazepine derivatives for preventing and treating

sarcopenia”).

Algunos derivados de carvedilol han sido descritos como asistentes de la normalizacion de la

homeostasis de calcio intracelular por accion sobre los receptores RyR2, probando de este modo
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un efecto beneficioso en terapia cardiaca (Chen, S. et al. US2007/025489A1 “Preparation of

carbazoles as ryanodine receptor type 2 (RyR2) antagonists for treatment of cardiac conditions”).

Finalmente, es conocido que el isomorfo del receptor de rianodina RyR3 regula la homeostasis
de calcio intracelular en el cerebro u otros tejidos neuronales, y su modulacion usando
benzotiazepinas ha sido reivindicada para tratar algunos trastornos neuronales (Marks, A. R. et al
WO02012/037105A1 “Methods and compositions comprising benzazepine derivatives for treating
or preventing stress-induced neuronal disorders and diseases”). Ademas, tanto RyR1 como RyR2
se expresan en el cerebro, y hay evidencias de que la regulacion del calcio y el estrés nitro-
oxidativo estan involucrados en diversos trastornos cerebrales y muerte neuronal (Kakizawa et

al., EMBO J. 2012, 31, 417-428; Liu X et al., Cell. 2012, 150, 1055-1067).

Todos estos antecedentes pondrian de manifiesto que el desarrollo de compuestos que permitan
regular o modular los receptores RyR, regulando los niveles de calcio intracelular,
proporcionaria una util alternativa para el tratamiento de trastornos musculares, asi como en

enfermedades cardiacas y neurodegenerativas.

Sumario de la invencion

Los autores de la presente invencion han desarrollado nuevos compuestos derivados de triazol,
en particular, 4-[(feniltio)alquil]-1H-1,2,3-triazoles, adecuados para modular receptores RyR que
regulan la funcion del calcio en células animales o humanas. En la invencion, dichos compuestos

se designan como “AHK”.

Tal como se pone de manifiesto en la parte experimental, los compuestos segin la presente
invencion tienen capacidad para modular la homeostasis de calcio intracelular en fibras
distroficas musculares, revirtiendo los incrementos observados de calcio intracelular. Ademas,
dichos compuestos tienen un efecto modulador sobre RyR, habiéndose demostrado su capacidad
para recuperar la interaccion RyR1-calstabina sobre miotubos humanos sanos sometidos a estrés

nitro-oxidativo.

Por su parte, los ensayos in vivo han puesto de manifiesto que dichos compuestos permiten
ademas mejorar la fuerza de agarre en ratones distroficos, asi como normalizar genes distroficos

sobre-expresados y reducir los marcadores histopatologicos distroficos.
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Por ello, un primer aspecto de la invencidn esta relacionado con un compuesto 1,2,3-triazol 1,4-

disustituido de Formula (I):

(o) N=N
7 N8 p { N—Re-
¢ N N—R2-Y
(X) X’
@

en el cual:

R' es un birradical alquileno C;-C4; opcionalmente sustituido por uno o més sustituyentes
seleccionado independientemente del grupo que consiste en alquilo Cy4, arilo Ce_jo, F, CL, CN y

NOy;

R’ es un birradical alquileno C;-Cg, en el cual 1, 2 6 3 grupos —CH,— pueden estar opcionalmente
reemplazados por grupos seleccionados entre -O— y —S—; y en el que el birradical alquileno C;-
Cs puede estar opcionalmente sustituidlo con uno o mds grupos seleccionados
independientemente entre alquilo C;4, alilo, propargilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-
hidroxietilo, 3-aminopropilo, 4-aminobutilo, 3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo, arilo Ce.jo,
bencilo, 4-hidroxibencilo, heteroarilo Ce.10, F, Cl, OH, O(alquilo C;4), CN, NO,, CO(alquilo C;.
4), COx(alquilo C;4), -CONH(alquilo C;4), -CON(alquilo C;.4)a;

R* is un grupo seleccionado independientemente entre H, alquilo C, ., arilo Cq_jo, F, CL Br, I;
m se selecciona entre 0, 1, 2, 3, 4;
n se selecciona entre 0, 1, 2;

X se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en OH, O(alquilo C,4), O(arilo
Ce-10), OCF3, S(alquilo C,4), S(arilo Ce.10), alquilo C,, CF3, NHC(O)(alquilo C;4) y halégeno;

o dos grupos X pueden representar un birradical metilendioxi, etilenedioxi o propilendioxi; e

Y se selecciona del grupo que consiste en -OH, -CO,H, -COx(alquilo C;4), -COy(alilo), -
COgy(bencilo), -SOsH, -NH,, -NH(alquilo C;4), -N(alquilo Ci4),, N(alquilo C;4); y -

N(heterociclilo o heteroarilo), donde dicho heterociclilo o heteroarilo se encuentra
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opcionalmente sustituido por un grupo alquilo Ci;4 y donde el 4tomo N forma parte del

heterociclilo o heteroarilo;

o un estereoisdmero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente aceptable, o un

derivado marcado isotdpicamente o un profarmaco del mismo.

Otro aspecto de la invencién comprende un método de sintesis de los compuestos de Formula (1),

que comprende:

a)

b)

hacer reaccionar un alquino de Formula (II) con una azida de Férmula (III),

//\:\>‘($S?)—nR1%R3
(X)m/ — N;—R*-Y

(D) (I11)

opcionalmente en presencia de un catalizador de cobre y opcionalmente en presencia

de una base, para dar un compuesto de férmula (I) como se ha definido previamente,
en donde:

los grupos R', R?, R>, m, n y X en los compuestos de formulas (II)-(III) son seglin se

han definido anteriormente, e

Y es un grupo segun se ha definido anteriormente, opcionalmente protegido con un
grupo protector de carboxilo, un grupo protector de hidroxilo o un grupo protector de

amino;

cuando n es 0 en el compuesto de férmula (I) obtenido en la etapa a), opcionalmente
tratar dicho compuesto de férmula (I) con un agente oxidante para dar un compuesto
de formula (I) en donde n es 1 o 2, R', R%,, R’, m y X son segun se han definido
previamente, € Y es un grupo segun se define previamente opcionalmente protegido
con un grupo protector de carboxilo, un grupo protector de hidroxilo o un grupo

protector de amino; y

cuando el compuesto de formula (I) obtenido en la etapa a) o b) tiene un grupo Y
protegido con un grupo protector, eliminar dicho grupo protector para dar un
compuesto de formula (I) en donde R, R>, R’ m, n XeY son segun se han definido

previamente.
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Otro aspecto de la invencidn esté relacionado con composiciones farmacéuticas que contienen un
compuesto de Formula (I), definido segtn se ha indicado arriba, junto con uno o mas excipientes

o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Un aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con el uso de un compuesto de

formula (I) como se ha definido mas arriba para la preparacion de un medicamento.

Un ultimo aspecto de la invencion se dirige al uso de un compuesto de formula (I) como se ha
definido mas arriba en la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de
trastornos o enfermedades relacionadas con la desregulacion de la concentracion de calcio
intracelular o con la disfuncion de receptores RyR, en particular trastornos o enfermedades del
musculo esquelético, trastornos o enfermedades cardiacos y trastornos o enfermedades del

sistema nervioso.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra las curvas de toxicidad de los compuestos AHK1, AHK2 y S-107 sobre

miotubos humanos tras 24 h de incubacidn usando el ensayo colorimétrico Citotox 96.

La Figura 2 muestra el efecto in vitro de los compuestos AHK1 y AHK2 sobre los niveles

intracelulares de calcio en estado de reposo en fibras musculares de raton:

A) Imagen de fibra aislada del musculo flexor digital corto que muestra el caracteristico patron
de estriacion. B) Imagenes representativas de fibras [fibras control (CTRL) y fibras distroficas
(MDX)] cargadas con fura-2AM tras realizar la correccion de fondo necesaria para medir los
niveles de calcio intracelular. C) Histograma que muestra los niveles basales de calcio
intracelular en los distintos grupos de fibras. El nimero de fibras analizadas (n) se muestra en el

histograma (Kruskal-Wallis and U Mann-Whitney, *p<0,05).

La Figura 3 muestra el efecto in vitro de los compuestos AHK1 y AHK2 sobre la interaccion

RyR1—calstabinal en cultivos de miotubos humanos sanos expuestos a estrés por peroxinitritos.

La Figura 4 muestra el efecto provocado sobre la fuerza de agarre en ratones distroficos mdx
tratados con los compuestos AHK1 y AHK2. *p< 0,05; n=10 ratones control (CTRL); n=11
ratones mdx no tratados (MDX); n=10 ratones mdx tratados con AHK1 (MDX+AHK1); y n=6
ratones mdx tratados con AHK2 (MDX+AHK?2).
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La Figura 5 muestra el efecto in vivo de los compuestos AHKI y AHK2 sobre la

degeneracion/regeneracion muscular en ratones mdx distroficos:

A) Cortes de criostato representativos de diafragmas de ratones control y distroficos en el que se
observa el colageno IV marcado con un anticuerpo fluorescente, y los nicleos marcados con

4’ 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI).

B) Muestra el nimero de nucleos centrales obtenidos en secciones de ratones control (CTRL),
ratones distroficos (MDX) y ratones distréficos tratados con AHK1 (MDX+AHKI1) y AHK2
(MDX+AHK?2).*p<0,05; n=3 CTRL; n=7 MDX ND; n=7 MDX+AHKI1 y n=4 MDX+AHK2).

La Figura 6 muestra el efecto del tratamiento con AHK1 en el patrén de expresion génica del

musculo tibial anterior de ratones mdx.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion aporta nuevos compuestos triazolicos que son capaces de tratar o prevenir
trastornos o enfermedades asociadas a la desregulacion de calcio intracelular o la disfuncion de

receptores RyR.

Asi, tal como se ha menciona previamente, el primer aspecto de la presente invencion se dirige a

un compuesto de formula (I):

(o) N=N
/ \ gin \N_Rz_y
(X)r@- &F;
)

en el cual:

R' es un birradical alquileno C;-C; opcionalmente sustituido por uno o més sustituyentes
seleccionado independientemente del grupo que consiste en alquilo Cy4, arilo Ce.jo, F, C, CN y

NOy;

R? es un birradical alquileno C;-Cg, en el cual 1, 2 6 3 grupos —CH,— pueden estar opcionalmente
reemplazados por grupos seleccionados entre O— y —S—; y en el que el birradical alquileno C;-
Cs puede estar opcionalmente sustituido con uno o mds grupos seleccionados

independientemente entre alquilo C;4, alilo, propargilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-

10
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hidroxietilo, 3-aminopropilo, 4-aminobutilo, 3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo, arilo Ce.jo,
bencilo, 4-hidroxibencilo, heteroarilo Ce.19, F, Cl, OH, O(alquilo C;4), CN, NO,, CO(alquilo C;.
4), COy(alquilo C;4), -CONH(alquilo C;4), -CON(alquilo C;.4)a;

R* is un grupo seleccionado independientemente entre H, alquilo C, ., arilo Cq_jo, F, CL Br, I;
m se selecciona entre 0, 1, 2, 3, 4;
n se selecciona entre 0, 1, 2;

X se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en OH, O(alquilo C;4), O(arilo
Ce-10), OCF;3, S(alquilo C;4), S(arilo Ce.10), alquilo C,6, CF3, NHC(O)(alquilo C;4) y halégeno;

o dos grupos X pueden representar un birradical metilendioxi, etilenedioxi o propilendioxi; e

Y se selecciona del grupo que consiste en -OH, -CO,H, -COs(alquilo C;4), -COy(alilo), -
COz(bencilo), -SOsH, -NH,, -NH(alquilo C;4), -N(alquilo Ci4) y N(alquilo Ci4); y -
N(heterociclilo o heteroarilo), donde dicho heterociclilo o heteroarilo se encuentra
opcionalmente sustituido por un grupo alquilo C;4 y donde el 4tomo N forma parte del

heterociclilo o heteroarilo;

0 un estereoisdmero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente aceptable, o un

derivado del mismo marcado isotdpicamente, o un profairmaco del mismo.

En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos encontrados en los compuestos

de formula (I) tienen el significado indicado a continuacion:

El término “birradical alquileno” se refiere a un birradical formado por una cadena lineal o
ramificada hidrocarbonada consistente en atomos de carbono e hidrogeno, que no presenta
insaturacion y que se encuentra unido en sus extremos al resto de la molécula a través de enlaces
sencillos, tal como por ejemplo, metileno, etileno, propileno, butileno, etc. La mencioén a
birradical alquileno C;-C4 se refiere a cuando dicho birradical tiene entre 1 y 4 4tomos de
carbono, mientras que la menciéon a birradical alquileno C;-C¢ se refiere a cuando dicho
birradical tiene entre 1 y 6 atomos de carbono. El birradical alquileno puede encontrarse
sustituido segiin se especifica en las definiciones de los sustituyentes R' y R* en el compuesto de

formula (1).

El término “alquilo” se refiere a un radical formado por una cadena hidrocarbonada lineal o
ramificada que consiste en atomos de carbono e hidrogeno, la cual no contiene ninguna

saturacion y estd enlazada al resto de la molécula mediante un enlace sencillo, por ejemplo
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metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, etc. La mencion a alquilo C;-C4 se

refiere a cuando dicho radical tiene entre 1 y 4 4&tomos de carbono.

El término “arilo Cs-Cjy” se refiere a un radical formado por un anillo aromatico de entre 6 y 10
miembros consistente en atomos de carbono e hidrégeno, siendo de forma preferida un radical

fenilo.

El término “heteroarilo Cs-Cjy” se refiere a un radical formado por un anillo aromatico de entre
6 y 10 miembros consistente en dtomos de carbono e hidrogeno y uno o mas heteroatomos

seleccionados entre O, Ny S.

El término “-N(heterociclilo)” se refiere a un radical formado por un ciclo de entre 5 y 7
miembros consistente en 4atomos de carbono e hidrogeno y uno o mds heterodtomos
seleccionados entre O, N y S, siendo al menos uno de ellos N y estando éste unido directamente

al radical R,

El término “-N(heteroarilo)” se refiere a un radical formado por un anillo aromatico de entre 6 y
10 miembros consistente en atomos de carbono e hidrogeno y uno o mas heteroatomos
seleccionados entre O, N y S, siendo al menos uno de ellos N y estando éste unido directamente

al radical R%.
El término “alilo” se refiere a un radical de formula -CH,-CH=CHo,.
El término “halogeno” se refiere a F, Cl, Bro L.

La expresion “derivado marcado isotopicamente” se refiere a un compuesto de formula (I) en el

cual al menos uno de sus atomos se encuentra isotOpicamente enriquecido. Por ejemplo,

compuestos de féormula (I) en los que un hidrégeno se reemplaza por un deuterio o tritio, un
. . 13 14 o

carbono se reemplaza por un atomo enriquecido “C o "C, o un nitrogeno se reemplaza por un

atomo enriquecido °N, estan dentro del alcance de esta invencion.

El término “sales o solvatos farmacéuticamente aceptables” se refiere a cualquier sal, éster,
solvato farmacéuticamente aceptable, o cualquier otro compuesto que, en su administracion al
receptor, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto de formula (I) tal y
como descrito en el presente documento. La preparacion de sales puede ser llevada a cabo

mediante métodos conocidos en el estado de la técnica.

Por ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos proporcionados en el

presente documento son sintetizadas a partir del compuesto descrito anteriormente que contenga
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una unidad bésica o dcida mediante métodos quimicos convencionales. En general, tales sales
son preparadas, por ejemplo, reaccionando las formas d4cidas o basicas libres de estos
compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o el acido apropiados en agua o en un
disolvente orgénico o en una mezcla de ambos. En general, se prefieren medios no acuosos como
éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Ejemplos de las sales de adicion acidas
incluyen sales de adicion de 4cidos minerales tales como, por ejemplo, hidrocloruro,
hidrobromuro, hidroyoduro, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de adiciéon de acidos orgénicos tales
como, por ejemplo, acetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato,
mandelato, metanosulfonato y p-toluensulfonato. Ejemplos de sales de adicion alcalinas incluyen
sales inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, calcio, amonio, magnesio, aluminio y
litio, y sales alcalinas organicas tales como, por ejemplo, etilendiamina, etanolamina, N,N-

dialquilenetanolamina, glucamina y sales aminoécidas basicas.

Los solvatos se refieren a una sal del compuesto de formula (I) en la que las moléculas de un
disolvente farmacéuticamente adecuado se incorporan en la red cristalina. Los métodos de
solvatacion en general son conocidos en el estado de la técnica. Ejemplos de disolventes
farmacéuticamente adecuados son etanol, agua y similares. En una realizacion particular el

solvato es un hidrato.

Los compuestos de formula (I) o sus sales o solvatos estan preferiblemente en forma
farmacéuticamente aceptable o en forma substancialmente pura. Como forma farmacéuticamente
aceptable se entiende, inter alia, que tienen un nivel farmacéuticamente aceptable de pureza,
excluyendo aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y excipientes, y sin incluir
ningun material considerado téxico a niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza
para el farmaco estan preferiblemente por encima del 50%, mas preferiblemente por encima del
70%, y ain mas preferiblemente por encima del 90%. En una realizacién preferida esta por

encima del 95% del compuesto de férmula (I), o de sus sales o solvatos.

Los compuestos de la presente invencion representados por la férmula (I) arriba descrita pueden
incluir cualquier estereisomero dependiendo de la presencia de centros quirales, incluyendo
enantiomeros y diastereoisomeros. Los isomeros individuales, enantiomeros o diasteredmeros y

mezclas de los mismos estan dentro del alcance de la presente invencion.

El término “profdarmaco” se utiliza en su acepcion mas amplia y engloba aquellos derivados que

se convierten in vivo en los compuestos de la invencion. Tales derivados incluyen, dependiendo
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de los grupos funcionales presentes en la molécula y sin limitacion, ésteres, ésteres de amino
acidos, ésteres de fosfato, ésteres de sulfonatos de sales metalicas, carbamatos y amidas.
Ejemplos de métodos para producir un profirmaco de un compuesto activo dado son conocidos
por un experto en la materia y pueden encontrarse, por ejemplo, en Krogsgaard-Larsen et al.

“Textbook of Drugdesign and Discovery” Taylor & Francis (april 2002).
En una variante (A) de la presente invencion, el radical R' es —CH,-.

En una realizacion preferente de dicha variante (A), R® es un birradical alquileno Cj4
opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del
grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, alilo, propargilo, butilo, isobutilo, sec-
butilo, terc-butilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-hidroxietilo, 3-aminopropilo, 4-aminobutilo,
3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo, fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, bencilo, 4-hidroxibencilo, y

heteroarilo Cg_1g.

De forma mas preferida, R® es un birradical -CH,- o -CH,-CH,-, opcionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en metilo,
isopropilo, isobutilo y bencilo. De forma atn mas preferida, R* es un birradical -CHp-
opcionalmente sustituido con dos sustituyentes metilo o con un sustituyente seleccionado del
grupo que consiste en isopropilo, isobutilo y bencilo, o R* es un birradical -CH,-CH,-. En una

forma también preferida, R* es un birradical -CHy- o -CH,-CH,-.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (A), R’ es H.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (A), mes 1.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (A), n es 0.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (A), X es -O(alquilo C,4) o haldégeno,

mas preferiblemente es un grupo metoxi en posicion meta o para o cloro.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (A), Y se selecciona del grupo que

consiste en CO,H, CO,Me, NH,, -NHMe, -NMe,, -NMejs, -NHEt, -NEt;, -NEt;,

(alquilo Cy.4) laui \ — Iquilo C
r~ - > (@lquilo Ciy) /NN - _ . k= (alquilo Cq.y)
WN\J ;N ) ,>N O ~N NH ~N  N-(alquilo Cy.,), wN 7

o una sal farmacéuticamente aceptable de dichos grupos.
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De forma mas preferente, Y se selecciona del grupo que consiste en CO,H, CO,Me, NH,, -
NHMe, -NMe,, -NMes, -NHEt, -NEt,, -NEts, pirrolidin-1-ilo, piperidin-1-ilo, morfolin-4-ilo, 4-
piperazin-1-ilo, 4-metil-piperazin-1-ilo, piridin-1-ilo, mas preferiblemente CO,H y -NMe,, aun

mas preferiblemente Y es ~CO,H o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Dentro de la variante (A), los compuestos de formula (I) se seleccionan del grupo que consiste

en:

1-carboximetil-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-[2-(N,N-dimetilamino)etil]-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-carboximetil-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-3-metilbutil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-3-metilbutil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-2-metilpropil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-2-metilpropil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-(1-carboxi-1-metiletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-(2-hidroxietil)-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
I-metoxicarbonilmetil-4-(fenilsulfinilmetil)-1H-1,2,3-triazol, y
1-carboximetil-4-[ 3-(metoxi)fenilsulfonilmetil]-1H-1,2,3-triazol,
1-carboximetil-4-[3-(cloro)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,

o una sal del mismo.

En una variante (B) de la presente invencién, el radical R' es —CH,-.

En una realizacion preferente de dicha variante (B), R* es un birradical alquileno C,4 en el cual
uno o dos grupos —CH,- se encuentran reemplazados por —O-, y donde dicho birradical alquileno
Ci-C4 esta opcionalmente sustituido con uno o dos grupos alquilo C;-Cs4, preferiblemente

seleccionados entre metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo y tert-butilo.
De forma mas preferida, R* es un birradical -CH,- o -CH,-CH,-, opcionalmente sustituido con
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uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en metilo,
isopropilo e isobutilo. De forma ain mas preferida, R* es un birradical -CH,- opcionalmente
sustituido con dos sustituyentes metilo o con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste

en isopropilo e isobutilo, o R* es un birradical -CH,-CH,-.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (B), R’ es H.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (B), mes 1.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (B), n es 0.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (B), X es -O(alquilo C,4) o haldégeno,

mas preferiblemente es un grupo metoxi en posicion meta o para o cloro.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (B), Y se selecciona del grupo que

consiste en NH», -NH(alquilo C;-Cy), -N(alquilo C;-C4),, -N(alquilo C;-Cy)3,

(alquilo Cy_4) lqui .
I - / /\(a qUI'O C1_4) - /N o /N - /N _ . M+/ —/\ (anUIIO C1_4)
WNJ =N ) ,~N O ~N NH ~N N—(alquiloCi,), ~N_ 7

Mas preferiblemente Y se selecciona entre -NH,, -NHMe, -NMe,, -NMes, -NHEt, -NEt,, -NEt;,
pirrolidin-1-ilo, piperidin-1-ilo, morfolin-4-ilo, 4-piperazin-1-ilo, 4-metil-piperazin-1-ilo,
piridin-1-ilo o una sal farmacéuticamente aceptable de dichos grupos. De forma mas preferente,

Y es -NMe,, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En una variante (C) de la presente invencién, el radical R' es —CH,-.

En una realizacién preferente de dicha variante (C), R* es un birradical alquileno Cj4
opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del
grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, alilo, propargilo, butilo, isobutilo, sec-
butilo, terc-butilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-hidroxietilo, 3-aminopropilo, 4-aminobutilo,
3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo, fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, bencilo, 4-hidroxibencilo, y

heteroarilo Cg_1g.

De forma mas preferida, R* es un birradical -CH,- o -CH,-CH,-, opcionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en metilo,
isopropilo, isobutilo y bencilo. De forma atn mas preferida, R* es un birradical -CHs-
opcionalmente sustituido con dos sustituyentes metilo o con un sustituyente seleccionado del

grupo que consiste en isopropilo, isobutilo y bencilo, o R* es un birradical -CH,-CH,-. En una
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forma también preferida, R* es un birradical -CHy- o -CH,-CH,-.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (C), R’ es H.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (C), mes 1.
En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (C), n es 0.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (C), X es -O(alquilo C,4) o haldégeno,

mas preferiblemente es un grupo metoxi en posicion meta o para o cloro.

En otra forma de realizacion preferente de dicha variante (C), Y se selecciona del grupo que
consiste en CO,H, CO,(alquilo C;-C4), NH,, -NH(alquilo C;-Cy), -N(alquilo C;-Cy),, -N(alquilo
CI-C4)35

alquilo Cy_4)

( laui =\_(alquilo C
~ " > (alquilo Cy.4) " 72 SN A o e ] M+/—\/(aqwo 1-4)
WN\J ,~N ) ,™N O N NH_ ~N  N-(alquilo C14), wN 7

o una sal farmacéuticamente aceptable de dichos grupos.

Mas preferiblemente Y se selecciona entre -NH,, -NHMe, -NMe,, -NMes, -NHEt, -NEt,, -NEt;,
pirrolidin-1-ilo, piperidin-1-ilo, morfolin-4-ilo, 4-piperazin-1-ilo, 4-metil-piperazin-1-ilo,

piridin-1-ilo o una sal farmacéuticamente aceptable de dichos grupos.

De forma mas preferente, Y se selecciona del grupo que consiste en CO,H y -NMe, o una sal

farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Procedimiento de obtencion de los compuestos de la invencidén

Los compuestos de formula (I) de la presente invencidn pueden prepararse mediante un

procedimiento que comprende hacer reaccionar un alquino de férmula (II) con una azida de

formula (III):
@@’:m _ .
(X), "= N,—R2-Y

(D) (111

en donde R', R?, R, m, n y X en los compuestos de formulas (IT)-(III) son segin se han
definido para los compuestos de féormula (I), y en donde Y es un grupo segin se ha

definido para los compuestos de formula (I), opcionalmente protegido con un grupo
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protector de carboxilo, un grupo protector de hidroxilo o un grupo protector de amino,

dependiendo de la naturaleza de dicho grupo Y.

Esta reaccion se puede llevar a cabo en presencia de un catalizador de cobre, como por ejemplo,

sulfato de cobre(Il)/ascorbato sddico, yoduro de cobre(I) o acetato de cobre(I).

Ademas, en una realizacion preferente, la reaccion entre el compuesto de féormula (II) y el
compuesto de férmula (III) se realiza en presencia de una base, como por ejemplo, acetato

sodico, diisopropilamina o trietilamina.

En una realizacion particular, cuando n es 0, el compuesto de formula (I) obtenido segin el
procedimiento anterior puede ser tratado con un agente oxidante para dar un compuesto de

formula (I) enelquenes 1 o 2.

Ejemplos de agentes oxidantes incluyen, por ejemplo, acido 3-cloroperbenzoico o hidroperoxido

de terc-butilo.

En otra realizacion particular, cuando el compuesto de férmula (I) obtenido segin el
procedimiento anterior tiene un grupo Y protegido con un grupo protector, dicho grupo protector
es eliminado para dar un compuesto de féormula (I) en donde R, R%L R’, m,n, XeY son segun se
han definido para el compuesto de féormula (I). La eliminacion del grupo protector puede

realizarse siguiendo procedimientos cominmente conocidos para un experto en sintesis organica.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencidon proporciona ademds composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de formula (I), o un estereoisomero, sal, solvato o complejo del mismo
farmacéuticamente aceptable, o un derivado del mismo marcado isotopicamente, o un

profarmaco del mismo; y uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable debe ser aceptable en el sentido de ser compatible con
los otros ingredientes de la composicion y no perjudicial para el receptor del mismo. Dicho
vehiculo farmacéuticamente aceptable puede seleccionarse de entre materiales orgénicos e
inorgénicos que se usan en formulaciones farmacéuticas y que se incorporan como agentes
analgésicos, reguladores de pH, ligantes, disgregantes, diluyentes, emulsificantes, cargas,
deslizantes, solubilizantes, estabilizantes, agentes de suspension, agentes de tonicidad y

espesantes. Pueden adicionarse ademas aditivos farmacéuticos tales como antioxidantes, agentes
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aromaticos, colorantes, agentes de mejora del aroma, conservantes y edulcorantes.

Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, entre otros, carboximetilcelulosa,
celulosa cristalina, glicerina, goma ardbiga, lactosa, estearato de magnesio, metilcelulosa,

solucion salina, alginato de sodio, sacarosa, almidon, talco y agua.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion se preparan por procedimientos bien
conocidos en la técnica farmacéutica. Por ejemplo, los compuestos de férmula (I) se mezclan con
un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, como una suspensiéon o solucion. La
eleccion del vehiculo se determina por la solubilidad y la naturaleza quimica de los compuestos,

la via de administracion elegida y la practica farmacéutica estandar.

La administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencidon a un sujeto
humano o animal puede ser mediante cualquier procedimiento conocido incluyendo, sin
limitacidon, administracién oral, administracion sublingual o bucal, administracion parenteral,
absorcion transdérmica, por via de inhalacion o instilacion nasal, administracion vaginal, rectal e

intramuscular.

En una realizacion particular, la administracion se realiza por via parenteral, tal como por
ejemplo mediante inyeccidon subcutdnea, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal,
inyeccion intravenosa. Para la administracion parenteral, los compuestos de la invencidon se
combinan con una solucidon acuosa estéril que es isotonica con la sangre del sujeto. Una
formulacion de este tipo se prepara disolviendo el ingrediente activo solido en agua que contiene
sustancias fisiolégicamente compatibles, tales como cloruro sodico, glicina y similares, y que
tiene un pH tamponado compatible con condiciones fisiologicas. Dicha formulacion se presenta

en recipientes de dosis unitaria o multiple, tales como ampollas o viales cerrados.

En otra realizacion particular, la administracion se realiza por via oral. En ese caso, la
formulacion de los compuestos de la invenciéon se puede presentar en forma de capsulas,
comprimidos, polvos, granulos, o como una suspension o solucion. Dicha formulaciéon puede
incluir aditivos convencionales, tales como lactosa, manitol, almidon, etc.; aglutinantes, tales
como celulosa cristalina, derivados de celulosa, goma arabiga, almidén de maiz o gelatinas;
disgregantes, tales como almidon de maiz y almidoén de patata o carboximetilcelulosa sodica;

lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio.
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Aplicaciones

Los compuestos de la presente invencion han resultado adecuados para modular los receptores
RyR que regulan la funcion del calcio en células animales o humanas, por lo que son capaces de
tratar o prevenir trastornos o enfermedades asociadas a la desregularizacion de calcio intracelular

ocasionado fundamentalmente como consecuencia de la disfuncion de los receptores RyR.

Por “desregularizacion de calcio intracelular” debe entenderse una regulacion anormal de los

niveles de calcio y los flujos de calcio en las células.

Asi, un aumento en la concentracion intracelular de calcio (Ca®") bajo condiciones de reposo
contribuye al dano de células musculares (miofibras) toxicas y a la activacion simultdnea de
proteasas dependientes de Ca®", tales como la calpaina. Puesto que la actividad de la calpaina se
incrementa en fibras musculares necroticas de ratones mdx y la disfuncion de la calpaina
contribuye a la miodistrofia de cintura y extremidades, la prevencion de la actividad de las
proteasas dependientes de calcio inhibiendo las elevaciones intracelulares de Ca®" permite evitar
la atrofia muscular y, por tanto, tratar enfermedades tales como la miodistrofia de Duchenne o la

miodistrofia de Becker.

Los ensayos in vitro realizados con los compuestos de la invencién han mostrado la capacidad de
¢éstos para revertir los incrementos de calcio intracelular en fibras musculares, sugiriéndose que
estos compuestos llevan a cabo esta reversion a través de un mecanismo que implica la
modulacion de canales RyR. Ademas, dichos compuestos también han mostrado capacidad para
reducir a la mitad el nimero de genes sobreexpresados en musculo distrofico mdx, alguno de los

cuales esta relacionado con la pérdida de musculo esquelético o atrofia.

Los receptores RyR que regulan la funcion del calcio intracelular incluyen RyR1, RyR2 y RyR3,
asi como una proteina RyR o un andlogo de RyR. Un andlogo de RyR se refiere a una variante
funcional de proteina RyR con actividad biologica que tiene una homologia del 60% o superior

en la secuencia de aminoacidos con la proteina RyR.

En el contexto de la presente invencion, por “actividad bioldgica de RyR” debe entenderse la
actividad de la proteina o péptido que demuestra una capacidad para asociarse fisicamente con, o
unirse a, FKBP 12 (calstabina-1) en el caso de RyR1 y RyR3, y a FKBP12.6 (calstabina-2) en el

caso de RyR2 bajo las condiciones de los ensayos descritos en el presente documento.

Los compuestos de la presente invencidn se pueden emplear para limitar o evitar una
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disminucion en el nivel de FKBP (calstabina) unida a RyR en las células de un sujeto. En base a
lo descrito en el parrafo anterior, FKBP unida a RyR se refiere a FKBP12 unida a RyR1
(calstabina-1), FKBP 12.6 unida a RyR2 (calstabina-2) y FKBP12 unida a RyR3 (casltabina-1).

Una disminucion en el nivel de FKBP unida a RyR en las células de un sujeto se limita o evita
cuando dicha disminucion estd, de cualquier modo, detenida, obstaculizada, impedida, obstruida
o reducida por la administraciéon de los compuestos de la invencion, de modo que el nivel de
FKBP unida a RyR en las células de un sujeto sea mayor de lo que seria de otro modo en

ausencia del compuesto administrado.

El nivel de FKBP unida a RyR en un sujeto se detecta por ensayos o técnicas estandar conocidos
por un experto en la materia, tales como técnicas inmunoldgicas, analisis de hibridacion,
inmunoprecipitacion, analisis de transferencia Western, técnicas de imagen de fluorescencia y/o
deteccion de radiacion, asi como cualquier otro como el divulgado en la parte experimental del

presente documento.

En una realizacion particular, la disminucion en el nivel de FKBP (calstabina) unida a RyR se
produce como consecuencia de someter las células de un sujeto a estrés nitro-oxidativo. De
hecho, los ensayos experimentales realizados con los compuestos de la invencion han puesto de
manifiesto que éstos permiten minimizar los efectos degenerativos del estrés nitro-oxidativo
sobre miotubos humanos sanos a través de un incremento de la afinidad de la interaccion RyR1-

calstabina-1.

En consecuencia, se ha demostrado que los compuestos de la invencidon evitan trastornos o
afecciones que implican la modulacion de los receptores RyR o el incremento de calcio
intracelular, permitiendo asi regularizar los niveles del mismo. Ejemplos de dichos trastornos o
afecciones incluyen trastornos y enfermedades del musculo esquelético (relacionados con la
modulacion de RyR1), trastornos y enfermedades cardiacos (relacionados con la modulacion de
RyR2) y trastornos y enfermedades del sistema nervioso (relacionados con la modulacion de

RyR1, RyR2 o RyR3).

Por tanto, un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de los compuestos de
formula (I), o un estereoisdmero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente
aceptable, o un derivado del mismo marcado isotopicamente, o un profarmaco del mismo, en la
preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento y/o prevencion de trastornos y

enfermedades del musculo esquelético, trastornos y enfermedades cardiacos y trastornos y
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enfermedades del sistema nervioso.

En una realizacion particular, los trastornos y enfermedades del musculo esquelético se
seleccionan entre distrofias musculares, miopatias congénitas, miopatias metabdlicas y atrofia
muscular. De forma preferida, dicho trastorno o enfermedad del mutsculo esquelético es distrofia

muscular de Duchenne o distrofia muscular de Becker.

En otra realizacion particular, los trastornos y enfermedades cardiacos se seleccionan entre

insuficiencia cardiaca, isquemia cardiaca, arritmias cardiacas y cardiomiopatias.

En otra realizacion particular, los trastornos y enfermedades del sistema nervioso se seleccionan
entre accidente cerebral, enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal y deterioro

cognitivo.

En una realizacion preferente, los compuestos segun la variante (A) de la presente invencion son
los utilizados en la preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento de trastornos y
enfermedades del musculo esquelético, asi como al tratamiento de trastornos y enfermedades

cardiacos, como los descritos anteriormente.

En otra realizacion preferente, los compuestos segun la variante (B) de la presente invencion son
los utilizados en la preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento de trastornos y

enfermedades del sistema nervioso como los descritos anteriormente.

Un aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con un compuesto de férmula (I), o un
estereoisdmero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente aceptable, o un derivado
del mismo marcado isotdpicamente, o un profarmaco del mismo, para su uso en el tratamiento
y/o prevencion de trastornos y enfermedades del musculo esquelético, trastornos y enfermedades

cardiacos y trastornos y enfermedades del sistema nervioso.

Otro aspecto de la invencidon se dirige a un método para el tratamiento y/o prevencion de
trastornos y enfermedades del musculo esquelético, trastornos y enfermedades cardiacos y
trastornos y enfermedades del sistema nervioso, que comprende la administracién a un paciente
que lo necesita de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (I), o un
estereisomero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente aceptable, o un derivado

del mismo marcado isotdopicamente, o un profdrmaco del mismo.

Por cantidad “terapéuticamente eficaz” debe entenderse la cantidad suficiente para lograr

resultados beneficiosos o deseados, siendo la respuesta preventiva y/o terapéutica, evitando o
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sustancialmente atenuando efectos secundarios no deseados.

En una realizacion particular, los compuestos de la presente invencion se administran a un sujeto
en cantidad efectiva para modular concentraciones anormales de calcio intracelular. Esta
cantidad puede ser determinada facilmente por un experto en el area empleando procedimientos
conocidos. Por ejemplo, la liberacion de calcio intracelular a través de canales de RyR se puede
cuantificar empleando colorantes fluorescentes sensibles al calcio, tales como Fluo-3 o Fura-2, y
monitorizando las sefiales de fluorescencia dependientes de calcio con un tubo fotomultiplicador
y un software adecuado (Brillantes, et al. Cell, 1994, 77, 513-523, “Stabilization of calcium
release channel (ryanodine receptor) function by FK506-binding protein™; Gillo, et al. Blood,
1993, 81, 783-792).

La concentracion de los compuestos de la invencién en suero de un sujeto humano o animal
puede determinarse siguiendo métodos conocidos en la técnica (Thebis, M. et al. Drug Test.
Analysis 2009, 1, 32-42 “Screening for the calstabin-ryanodine receptor complex stabilizers
JTV-519 and S-107 in doping control analysis”). La cantidad administrada de compuestos de
Formula (I) que es efectiva para limitar o prevenir niveles anormales de calcio intracelular
dependera de la eficacia relativa del compuesto elegido, la severidad del trastorno tratado y del
peso del afectado. No obstante, tipicamente los compuestos seran administrados una o mas veces
al dia, por ejemplo 1, 2, 3 o 4 veces diarias, con dosis diarias tipicas totales en el intervalo de
aproximadamente, entre 1 mg/Kg/dia y 100 mg/Kg/dia, y mas preferiblemente entre 10
mg/Kg/dia y 40 mg/Kg/dia, o bien una cantidad suficiente para conseguir niveles en suero entre,

aproximadamente, 1 ng/mL y 500 ng/mL.

Los compuestos de Formula (I) se pueden usar solos, combinados entre si, o combinados con
otros fArmacos que tienen actividad terapéutica incluyendo, aunque no limitado a, potenciadores
de salto de ex6n de mRNA, moduladores de transcripcidon génica, diuréticos, anticoagulantes,
agentes plaquetarios, antiarritmicos, agentes inotropicos, agentes cronotropicos, o y f

bloqueadores, inhibidores de angiotensina y vasodilatadores.

Dichos farmacos pueden formar parte de la misma composicion, o ser proporcionados como una

composicion separada, para su administracion al mismo tiempo o en un momento diferente.

La presente invencion también incluye un método in vitro para determinar la capacidad de un
compuesto para modular los niveles de calcio intracelular y prevenir la disociacion de calstabina

del complejo proteico RyR, donde dicho método comprende: (a) obtener o generar un cultivo

23



10

15

20

25

30

ES 2 643 856 Al

celular conteniendo receptores RyR; (b) poner en contacto las células con el compuesto a
ensayar; (c) exponer las células a una o mas condiciones conocidas que alteran la regulacion de
calcio intracelular o generan modificaciones postraduccionales en el receptor RyR; (d)
determinar si dicho compuesto modula los niveles de calcio intracelular; y (e) determinar si

dicho compuesto limita o previene la disociacion de calstabina del complejo proteico de RyR.

En una realizacion particular, las condiciones que alteran la regulacion de calcio intracelular o
generan modificaciones postraduccionales en el receptor RyR son estrés oxidativo o estrés

nitrosativo.

La presente invencion también contempla un método de diagndstico de un trastorno o

enfermedad, donde dicho método comprende:

- obtener una muestra de tejido o células de un sujeto que contenga receptores RyR;
- incubar la muestra de tejido o células obtenidas en la etapa a) con un compuesto de
formula (I) ,y
- determinar:
(a) sise produce un incremento en la interaccion entre RyR y calstabina con respecto
a la interaccion entre RyR y calstabina en células o tejido control;
0
(b) si se produce una disminucién en los niveles de calcio intracelulares comparado

con una ausencia de tal disminucion en las células o tejido control;

donde un aumento en la interaccion entre RyR y calstabina en (a) o una disminucion en los
niveles de calcio intracelulares en (b), indica la presencia de un trastorno o enfermedad en el

sujeto.

En una realizacion particular, el compuesto de formula (I) empleado en el método de diagnostico

es un compuesto segun la variante (C) de la presente invencion.
En otra realizacion particular, la muestra de tejido es una muestra de tejido muscular.

En una realizacion particular, cuando RyR es RyR1, el trastorno o enfermedad a diagnosticar es

un trastorno o enfermedad del musculo esquelético.

En una realizacion particular, cuando RyR es RyR2, el trastorno o enfermedad a diagnosticar es

un trastorno o enfermedad cardiaca.

En una realizacion particular, cuando RyR es RyR1, RyR2 o RyR3, el trastorno o enfermedad a
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diagnosticar es un trastorno o enfermedad del sistema nervioso.

Las medidas de incremento en la interaccion RyR y calstabina y de disminucion de los niveles de
calcio intracelular pueden efectuarse mediante técnicas conocidas por un experto, tales como
inmunoprecipitacion, ensayos de ligacion de proximidad in situ (PLA) e imagenes de calcio a

tiempo real utilizando sondas fluorescentes.
Ejemplos

Los acronimos de compuestos, reactivos, disolventes o las técnicas empleadas se definen como

sigue:

- AHKI: es un compuesto segin la Formula (I) que contiene los grupos: R' = R*= —CH,—;
R*=H;m=1;n=0; X=3-MeO; Y = CO,H,

- AHK2: es un compuesto segin la Formula (I) que contiene los grupos: R' = -CH,—; R* =
—CH,CHy—; R} = H;m=1;n=0; X=4-MeO; Y = NMe,,

- S-107: compuesto empleado a efectos comparativos en los ensayos biologicos realizados
cuya estrucutra se encuentra en los antecedentes de este documento.

- 'BuOH: ferc-butanol,

- DAPI: 4°,6-Diamino-2-fenilindol,

- ESI: Ionizacion de electrospray,

- EtOAc: Acetato de etilo,

- HRMS: Espectrometria de masas de alta resolucion,

- IR: Espectroscopia infrarroja,

- mdx: Modelo animal de Distrofia muscular de Duchenne relacionada al cromosoma X,

- P.f.: Punto de fusion,

- RMN: Resonancia magnética nuclear,

- SINI1: 3-Morfolino-sidnonimina, agente generador de peroxinitritos y 6xido nitrico.

- THEF: Tetrahidrofurano,

- TBTA: Tris[(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil]amina,

Los siguientes ejemplos se aportan a efectos ilustrativos, y no suponen una limitacion de la

presente invencion.

EJEMPLO 1: 1-Metoxicarbonilmetil-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.
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Se prepard una disolucion de 1-(4-metoxifeniltio)-2-propino (2 mmol, 356 mg), azidoacetato de
metilo (2,00 mmol, 230 mg) y TBTA (catal.) en THF/BuOH (1:1, 4 mL) bajo atmdsfera de
nitrégeno. Seguidamente, se le afiadieron dos disoluciones acuosas desgasificadas de CuSQO4 (0,4
mmol, 63 mg) en H,O (1 mL) y ascorbato sodico (0,8 mmol, 158 mg) en H,O (1 mL) y la
mezcla de agitd a temperatura ambiente durante una noche. Al completarse la reaccion, se
evaporo el disolvente, se afiadid una disolucion al 28% de amoniaco acuoso (10 mL) y el
producto se extrajo con CH,Cl, (3 x 20 mL). Los extractos organicos combinados se secaron
(MgS0O4) y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto se purificd por
cromatografia de columna (gel de silice; EtOAc/hexano 1:3). Rdto: 477 mg (78%). Aceite
amarillento. IR (cm™): 2953, 2837 (C-H), 1750 (C=0), 1219, 1174 (triazol). '"H RMN (500 MHz,
CDCl): & 7,38 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,81 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,09 (s, 3H), 4,12 (s,
2H), 3,78 (s, 3H), 3,77 (s, 3H). °C RMN (125 MHz, CDCL): & 166,7, 159,4, 145,8, 134,0,
125,4, 123,5, 114,7, 55,4, 53,1, 50,8, 30,9. HRMS (ESI+, m/z) calculado para C;3H;sN303S:
294,0912; hallado: 294,0916.

EJEMPLO 2: 1-Metoxicarbonilmetil-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

Y PN
Rea%

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00

mmol, 356 mg) y azidoacetato de metilo (2,00 mmol, 230 mg). Rdto: 537 mg (88%). Aceite
amarillento. IR (cm'): 2953, 2837 (C-H), 1749 (C=0), 1220, 1180 (triazol). 'H RMN (500
MHz, CDCl;): 6 7,51 (s, 1H), 7,18 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,90-6,87 (m,
1H), 6,73 (dd, J=8,2, 1,8 Hz, 1H) 5,11 (s, 2H), 4,26 (s, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,77 (s, 3H). °C RMN
(125 MHz, CDCl3): 8 166,7, 159,9, 145,7, 136,8, 129.,9, 123,6, 121,5, 114,6, 112,5, 55,4, 53,1,
50,8, 28,7. HRMS (ESI+, m/z) calculado para C;3H6N303S: 294,0912; hallado: 294,0917.
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EJEMPLO 3: (S)-1-(1-Metoxicarbonil-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del 4cido (S)-2-azido-3-fenilpropanoico (2,00 mmol, 358 mg).
Rdto: 668 mg (87%). Aceite amarillento. [a]p > = -56,1° (c. 1,01 g/100 mL, CH,Cl,). IR (cm™):
2952, 2836 (C-H), 1744 (C=0), 1228, 1172 (triazol). '"H RMN (400 MHz, CDCly): & 7,47 (s,
1H), 7,27-6,62 (m, 9H), 5,50 (dd, J = 8,5, 6,2 Hz, 1H), 4,12 (q, J = 14,9 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H),
3,73 (s, 3H), 3,46 (dd, J = 14,0, 5,8 Hz, 1H), 3,36 (dd, J = 13,9, 9,2 Hz, 1H). °C RMN (101
MHz, CDCL): & 168,6, 159,9, 145,1, 136,8, 134,7, 129,9, 128,9, 127,6, 122,4, 121,5, 114,5,
112,5, 64,3, 55,4, 53,2, 38,9, 28,7. HRMS (ESI+, m/z) calculado para C,0H22N305S: 384,1382;
hallado: 384,1392.

EJEMPLO 4: (R)-1-(1-Metoxicarbonil-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1/4-1.2.3-triazol.

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del acido (R)-2-azido-3-fenilpropanoico (2,00 mmol, 358 mg).
Rdto: 653 mg (85 %). Aceite amarillento. [a]p > = +39,4° (c. 2,71 g/100 mL, CH,Cl,). HRMS
(ESI+, m/z) calculado para Cy0H2,N303S: 384,1382; hallado: 384,1382. Los datos de RMN

fueron idénticos a los del ejemplo 3.
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EJEMPLO 5: (8)-1-(1-Metoxicarbonil-3-metil-butil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-14H-1,2.3-

triazol.
O_
',\‘iN)_/S@
\(//Il, N /
o] o’

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del acido (S)-2-azido-4-metilpentanoico (2,00 mmol, 342 mg).
Rdto: 677,9 mg (97 %). Aceite amarillento. [a]p > = +10,7° (c. 1,00 g/100 mL, CH,Cl). 'H
RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,51 (s, 1H), 7,16 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,90 (d, /= 7,7 Hz, 1H), 6,87
(s, 1H), 6,72 (dd, J= 8,2, 1,8 Hz, 1H), 5,38 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 4,24 (q, J= 14,8 Hz, 2H), 3,76 (s,
3H), 3,73 (s, 3H), 1,94 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,19 (dt, J = 13,4, 6,7 Hz, 1H), 0,90 (d, J =6,5 Hz,
3H), 0,84 (d, J = 6,6 Hz, 3H). °C RMN (125 MHz, CDCL): & 169,8, 159,9, 145,3, 136,6, 129,8,
122,1, 115,1, 112,7, 61,1, 55,3, 53,1, 41,4, 29,1, 24,7, 22,7, 21,3.

EJEMPLO  6: (R)-1-(1-Metoxicarbonil-3-metil-butil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1+4-1.2.3-

triazol.

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del acido (R)-2-azido-4-metilpentanoico (2.00 mmol, 342 mg).
Rdto: 653 mg (93 %). Aceite amarillento. [a]p > = -12,1° (c. 1,03 g/100 mL, CH,Cl,). Los datos
de RMN fueron idénticos a los del ejemplo 5.

EJEMPLO 7: (S)-1-(1-Metoxicarbonil-2-metil-propil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-

triazol.
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Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del acido (S)-2-azido-3-metilbutanoico (2,00 mmol, 314 mg).
Rdto: 616 mg (92 %). Aceite amarillento. [o]p > = +21,5° (c. 1,03 g/100 mL, CH,Cl,). '"H RMN
(500 MHz, CDCl3): ¢ 7,63 (s, 1H), 7,16 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,88 (s,
1H), 6,72 (d, J= 6,8, 1H), 5,06 (d, /= 8,7 Hz, 1H), 4,24 (q, J = 14,7 Hz, 2H), 3,76 (s, 6H), 2,44-
2,30 (m, 1H), 0,96 (d, J =6,6 Hz, 3H), 0,73 (d, J = 6,6 Hz, 3H). °C RMN (125 MHz, CDCL): 3
168,8, 159,6, 144,7, 136,3, 129,5, 121,9, 115,0, 112,3, 68,5, 55,0, 52,5, 32,0, 28,8, 18,8, 18,1.

EJEMPLO 8: (R)-1-(1-Metoxicarbonil-2-metil-propil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-

triazol.

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y el éster metilico del acido (R)-2-azido-3-metilbutanoico (2,00 mmol, 314 mg).
Rdto: 626 mg (93 %). Aceite amarillento. [a]p > = -19.5° (c. 1,06 g/100 mL, CH,Cl,). Los datos
de RMN fueron idénticos a los del ejemplo 7.

EJEMPLO 9: 4-[3-(Metoxi)feniltiometil]-1-(1-metil-1-metoxicarboniletil)-1/-1.2.3-triazol.

O_
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Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(3-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y 2-azidoisobutirato de metilo (2,00 mmol, 386 mg). Rdto: 258 mg (40 %).
Aceite amarillento. '"H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,44 (s, 1H), 7,11 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 6,85 (d,
J=17,6 Hz, 1H), 6,82 (s, 1H), 6,67 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 4,17 (s, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,62 (s, 3H),
1,82 (s, 6H). °C RMN (101 MHz, CDCls) & 171,6, 159,7, 144,3, 136,7, 129,6, 121,6, 121,0,
114,8, 112,3, 64,3, 55,1, 53,1, 28,8, 25,5.

EJEMPLO 10: 1-(2-Hidroxietil)-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

\O‘@’SL&',“

N

\/\OH

Se siguio el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de 1-(4-metoxifeniltio)-2-propino (2,00
mmol, 384 mg) y 2-azidoetanol (2,00 mmol, 174 mg). Rdto: 520 mg (98 %). Aceite amarillento.
"H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,40 (s, 1H), 7,29 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
4,40 (s, 2H), 4,09 (s, 2H), 3,99 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,18 (s, 1H). °C RMN (101 MHz, CDCl):
3 159,5, 144,9, 133,9, 125,4, 123,5, 114,8, 61,1, 55,5, 52,9, 30,9. HRMS (ESI+, m/z) calculado
para C12H5N30,S: 266,0963; hallado: 266,0965.

EJEMPLO 11: 1-Carboximetil-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

Y% ',V/\\;IO
4@7/_(\,\1

o) S N=

/

Se afiadio hidroxido de litio monohidrato (2,00 mmol, 84 mg) a una disolucién de 1-
metoxicarbonilmetil-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 305 mg, ejemplo
1) en THF/H,O (1:1, 8 mL) y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante una
hora. Se evapor¢ el disolvente orgénico, la mezcla acuosa resultante se acidifico con 1M HCI, y
la disolucion se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). Se secaron las fases organicas combinadas
(MgSO0,) y el disolvente se evapord a presion reducida. Rdto: 158 mg (54 %). Sélido blanco.
P.f.: 163-170 °C. IR (cm™): 2923, 2848 (C-H), 1730 (C=0), 1223, 1188 (triazol). "H RMN (500
MHz, CD;0OD): 7,66 (s, 1H), 7,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 5,19 (s, 2H),
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4,07 (s, 2H), 3,76 (s, 3H). °C RMN (125 MHz, CD;OD): & 169,7, 161,1, 146,3, 135,6, 126,3,
115,7, 55,8, 51,6, 31,5. HRMS (ESI+, m/z) calculado para C;2H14N305S: 280,0756; hallado:
280,0760.

EJEMPLO 12: 1-Carboximetil-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

S

Se siguid el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de 1-metoxicarbonilmetil-4-[3-
(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1.00 mmol, 305 mg, ejemplo 2). Rdto: 274 mg (94 %).
Solido blanco. P.f.: 115-119 °C. IR (cm™): 2999, 2971 (C-H), 1707 (C=0), 1229 (triazol). 'H
RMN (500 MHz, CDs;OD): 6 7,80 (s, 1H), 7,18 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,96-6,86 (m, 2H), 6,76 (dd,
J =287, 1,8 Hz, 1H), 5,19 (s, 2H), 4,23 (s, 2H), 3,75 (s, 3H). °C RMN (125 MHz, CD;0D): §
169,7, 161,4, 146,1, 138,0, 130,9, 125,9, 123,1, 116,1, 113,6, 55,7, 51,7, 29,3. HRMS (ESI+,
m/z) calculado para C;,H14N305S: 280,0756; hallado: 280,0753.

=
S/\K\N
N=p ’>=o
HO

EJEMPLO 13: (8)-1-(1-Carboxi-2-feniletil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

el
0 S

M\

N=,\/

N 0]
HO

Se siguio el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (S)-1-(1-metoxicarbonil-2-feniletil)-4-
[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 383 mg, ejemplo 3). Rdto: 318 mg (86
%). Sélido blanco. P.f.: 79-83 °C. [a]p>*=-23.3° (c. 1,12 g/100 mL, CH,Cl,). IR (cm™): 2931 (C-
H), 1727 (C=0), 1246, 1229 (triazol). "H RMN (500 MHz, CD;0D): & 7,77 (s, 1H), 7,20-6,71
(m, 9H), 5,56 (dd, J = 10,8, 4,6 Hz, 1H), 4,15 (s, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,56 (dd, J = 14,3, 4,5 Hz,
1H), 3,40 (dd, J = 14,3, 10,9 Hz, 1H). °C RMN (125 MHz, CD;0D): & 171,1, 161,4, 1459,
137,9, 137,2, 130,8, 129,9, 128,1, 124,8, 122,9, 115,9, 113,5, 65,8, 55,7, 38,9, 29,0. HRMS
(ESI+, m/z) calculado para C,0H22N305S: 384,1382; hallado: 384,1392.
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EJEMPLO 14: (R)-1-(1-Carboxi-2-feniletil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

AL

e ay,
/\f\/N ‘
Ny _>= o

HO
Se siguio el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (R)-1-(1-metoxicarbonil-2-feniletil)-4-
[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 383 mg, ejemplo 4). Rdto: 280 mg (76
%). Solido blanco. P.f.: 78-86 °C. HRMS (ESI+, m/z) calculado para CyH22N303S: 384,1382;
hallado: 384,1382. [o]p”'= +16.5° (c. 0,98 g/100 mL, CH,Cl,). Los datos de RMN fueron

idénticos a los del ejemplo 13.

EJEMPLO 15: (8)-1-(1-Carboxi-3-metilbutil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2.3-triazol.

—0

O ¢y
U o~
OJ\OH
Se siguid el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (S)-1-(1-metoxicarbonil-3-metil-butil)-
4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 349 mg, ejemplo 5). Rdto: 265 mg (76
%). Solido blanco. P.f.: 96-105 °C. [o]p> %= +9.3° (c. 1,11 g/100 mL, CH,Cl). '"H RMN (500
MHz, CDCL): 6 11,88 (s, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,12 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 6,92-6,77 (m, 2H), 6,70
(dd, /= 38,1, 1,7 Hz, 1H), 5,38 (dd, J = 10,7, 5,0 Hz, 1H), 4,23 (dd, J = 40,8, 14,9 Hz, 2H), 3,70
(s, 3H), 2,03-1,86 (m, 2H), 1,17 (dt, J = 19,8, 6,5 Hz, 1H), 0,88 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 0,82 (d, J =
6,5 Hz, 3H). °C RMN (125 MHz, CDCl): 8171,2, 159.8, 144,7, 135,9, 129,8, 122,6, 122,4,
115,6,112,9, 61,8, 55,3, 41,2, 28,5, 24,7, 22,6, 21,1.

EJEMPLO 16: (R)-1-(1-Carboxi-3-metilbutil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.
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Se siguid el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (R)-1-(1-metoxicarbonil-3-metil-butil)-
4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 349 mg, ejemplo 6). Rdto: 301 mg (86
%). Solido blanco. P.f.: 97-104 °C. [o]p>*= -12.1° (c. 0,95 g/100 mL, CH,Cl,). Los datos de
RMN fueron idénticos a los del ejemplo 15.

EJEMPLO 17: (8)-1-(1-Carboxi-2-metilpropil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1/4-1.2.3-triazol.

Se siguid el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (S)-1-(1-metoxicarbonil-2-metil-
propil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 335 mg, ejemplo 7). Rdto: 279
mg (87 %). Sélido blanco. P.f.: 115-121 °C. [a]p>>°= +4,5° (c. 1,06 g/100 mL, CH,CL). '"H RMN
(500 MHz, CDCly): & 11,53 (s, 1H), 7,68 (s, 1H), 7,12 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 7,4 Hz,
1H), 6,84 (s, 1H), 6,70 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 4,23 (dd, J = 43,5, 14,5 Hz,
2H), 3,71 (s, 3H), 2,44 (d, J= 6,4 Hz, 1H), 0,96 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 0,75 (d, J = 6,4 Hz, 3H). °C
RMN (125 MHz, CDCl): 6 170,7, 159,9, 144,6, 136,1, 129,9, 122,9, 122.8, 115,8, 113,0, 69,3,
55,4,32,2,28,7,19,2, 18,3.

EJEMPLO 18: (R)-1-(1-Carboxi-2-metilpropil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2.3-triazol
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Se sigui6 el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de (R)-1-(1-metoxicarbonil-2-metil-propil)-
4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol. (1,00 mmol, 335 mg, ejemplo 8). Rdto: 290 mg
(90%). Solido blanco. P.f.: 114-123 °C. [o]p> %= -6.7° (c. 1,01 g/100 mL, CH,Cl,). Los datos de
RMN fueron idénticos a los del ejemplo 17.

EJEMPLO 19: 1-(1-Carboxi-1-metiletil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

OH
0]
~N
avas
—0

Se sigui6 el procedimiento del ejemplo 11, partiendo de 4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1-(1-metil-1-
metoxicarboniletil)-1H-1,2,3-triazol (0,8 mmol, 258 mg, ejemplo 9). Rdto: 246 mg (100%).
S6lido amarillento. P.f: 109-121 °C '"H RMN (400 MHz, CDsOD) : 6 7,77 (s, 1H), 7,09 (t, J =
8,0 Hz, 1H), 6,82 (d, /= 8,0 Hz, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,67 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,12 (s, 2H), 3,65 (s,
3H), 1,78 (s, 6H). °C RMN (101 MHz, CD;0D) & 174,2, 161,3, 1453, 137,9, 130,8, 123,4,
116,5, 113,7, 65,9, 55,7, 29,5, 25,9.

EJEMPLO 20: 1-[2-(N.N-Dimetilamino)etil]-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1/4-1.2.3-triazol.

\©\s/\(\

N /

Se anadi6 sucesivamente trietilamina (8,80 mmol, 1,22 mL) y cloruro de mesilo (4,39 mmol,
0,34 mL) sobre una disolucion de 1-(2-hidroxietil)-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol
(2,92 mmol, 776 mg, ejemplo 10) en THF anhidro (16 mL) enfriado a 0°C bajo atmosfera de
nitrogeno. La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante una noche.
Seguidamente, se afiadi6 clorhidrato de dimetilamina (8,00 mmol, 652 mg), trietilamina (8,80
mmol, 1,22 mL), Nal (0,13 mmol, 20 mg) y una cantidad adicional de THF anhidro (8 mL) y la
mezcla se agitd a 50°C durante una noche. Tras completar la reaccion, los disolventes se

evaporaron a presion reducida, el residuo resultante se disuelvid en EtOAc (20 mL) y se lavd
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sucesivamente con disolucion acuosa saturada de NaHCO; (30 mL) y salmuera (10 mL). La capa
organica se secoO (MgSOy4) y se evapord a sequedad en vacio. Rdto: 572 mg (84 %). Sdélido
blanco. P.f.: 35-40 °C. IR (cm™): 2943 (N-H), 2860, 2771 (C-H), 1242 (triazol). '"H RMN (400
MHz, CDCl) 6 7,41 (s, 1H), 7,30 (d, J= 7,6 Hz, 2H), 6,81 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 4,37 (s, 2H), 4,11
(s, 2H), 3,77 (s, 3H), 2,71 (s, 2H), 2,25 (s, 6H). °C RMN (101 MHz, CDCLy): 159,2, 1448,
133,7, 125,5, 122,6, 114,5, 58,6, 55,3, 48,0, 45,3, 30,9. HRMS (ESI+, m/z) calculado para
Ci4H21N4OS : 293,1436 ; hallado: 293,1440.

EJEMPLO 21: 1-Metoxicarbonilmetil-4-(fenilsulfinilmetil)-1/4-1.2.3-triazol.

Q.

Se sigui6 el procedimiento del ejemplo 1, partiendo de feniltio-2-propino (2,00 mmol, 268 mg) y
azidoacetato de metilo (2,00 mmol, 230 mg). Rdto: 342 mg (65%). Solido blanco. P.f.: 70-74 °C.
IR (cm'): 2953, 2837 (C-H), 1749 (C=0), 1220, 1180 (triazol). "H RMN (400 MHz, CDCl;): &
7,49 (s, 1H), 7,34 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,31 — 7,22 (m, 2H), 7,20 (m, 1H), 5,11 (s, 2H), 4,27 (s,
2H), 3,78 (s, 3H). °C RMN (101 MHz, CDCL): § 166,5, 144,6, 135,1, 129,1, 128,6, 126,1,
123,5, 52,6, 50,3, 28,3. Sobre la disolucion resultante de 1-(metoxicarbonilmetil)-4-

=n

/\(\N’} /

N:N’ o}

o

0]

(feniltiometil)-1H-1,2,3-triazol (1,00 mmol, 263 mg) en cloroformo anhidro (30 mL) se afiadi6
acido m-cloroperbenzoico (1,00 mmol, 172 mg) a 0°C y la mezcla se agitd a la misma
temperatura durante 30 min. La mezcla se evaporo y el residuo se purificé por cromatografia de
columna (gel de silice; MeOH/ CH,Cl, 5:95). Aceite incoloro. Rdto: 161 mg (58 %). '"H RMN
(500 MHz, CDCL): 6 7,72 (s, 1H), 7,49 (s, SH), 5,24-5,10 (dd, J = 5,13 Hz, 2H), 4,29-4,15 (dd, J
=4,28 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H).

EJEMPLO 22: 1-Carboximetil-4-[3-(metoxi)fenilsulfonilmetil]-14-1,2.3-triazol

HO
/©\ //O N;N\ \\ﬁo
™o 5\/’\/N

35




10

15

20

25

ES 2 643 856 Al

Sobre una disolucion de 1-(carboximetil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol (1,00
mmol, 279 mg, ejemplo 12) en una mezcla anhidra 1:1 de cloroformo/acetonitrilo (3 mL) se
afiade acido m-cloroperbenzoico (2,50 mmol, 437 mg) a 0°C y la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante una noche. La mezcla se evapora y el residuo se purifica por cromatografia de
columna (gel de silice; MeOH/ CH,Cl, 5:95). Rdto: 203 mg (65 %). Sélido blanco. P.f.: 106-
115°C. "H RMN (500 MHz, CDCly): 7,91 (s, 1H), 7,50-7,29 (Ar, 4H), 4,99 (s, 2H), 4,71 (s, 2H),
3,84 (s, 3H). HRMS (ESI+, m/z) calculado para C;2H14N30sS: 312,0654; hallado: 312,0662.

EJEMPLO 23: 1-Carboximetil-4-[3-(cloro)feniltiometil]-1H-1.2.3-triazol.

C|/©\8/Y\N_O>_OH

1
N=N

Una disolucion de 4cido bromoacético (10 mmol, 1,38 g) y azida sodica (40 mmol, 2,60 g) en
agua (4 mL) se agitd a temperatura ambiente durante una noche. Seguidamente se neutralizo la
disoluciéon con NaOH 3M y se le afadieron sucesivamente acetonitrilo (15 mL), 1-(3-
clorofeniltio)-2-propino (8 mmol, 1,45 g), acetato s6dico (30 mmol, 2,46 g) y acetato de cobre(I)
(2 mmol, 242 mg). La mezcla resultante se agit6 a 45°C durante 6 h, se evapor¢ el disolvente, se
acidifico con HCI IM y se extrajo con EtOAc (3 x 20 mL). Se secaron las fases organicas
combinadas (MgSQO;) y el disolvente se evaporo a presion reducida. Rdto: 1,49 g (66 %). Soélido
blanco. P.f.: 146-148 °C. IR (cm™): 2928, 2850 (C-H), 1731 (C=0), 1224, 1184 (triazol). 'H
RMN (500 MHz, CDs;OD): 7,86 (s, 1H), 7,39 (s, 1H), 7,28-7,21 (m, 3H), 5,22 (s, 2H), 4,29 (s,
2H). °C RMN (125 MHz, CD;OD): & 168.5, 144,1, 137,9, 134.4, 130,0, 128.8, 127.6, 126,3,
124,6 50,4, 27,7. HRMS (ESI+, m/z) calculado para C;H;oCIN;O,S: 283,0182; hallado:
283,0190.

EJEMPLO 24: Ensayos biologicos de toxicidad in vitro en células humanas.

Estos ensayos se llevaron a cabo en miotubos humanos control LHCN-M2 tras 14 dias en medio
de diferenciacion. Para determinar la toxicidad de los distintos compuestos analizados, en
particular AHK1 y AHK2 seglin la invencion, éstos se afiadieron al medio de cultivo durante 24

horas a 37°C, a distintas concentraciones (0-2 mM). A efectos comparativos, se realizé el mismo
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ensayo adicionando el compuesto S-107 de referencia. La viabilidad celular se determiné

mediante el ensayo colorimétrico Cytotox 96 (Promega) siguiendo las instrucciones del manual.

Los resultados se muestran en la Figura 1 donde se puede apreciar que los compuestos segln la
invencion no muestran toxicidad aguda in vitro frente a miotubos humanos a concentraciones
entre 10 nM y 2 mM. El comportamiento de los compuestos AHK1 y AHK2 tras 24 h de
incubacion contrasta con la toxicidad celular del 100% hallada para el compuesto de referencia
S-107 a concentracion 1 mM bajo idénticas condiciones. Este resultado demuestra que los
compuestos segin la invenciéon tienen una menor toxicidad que S-107, sugiriendo que los
compuestos AHK pueden ser mejores candidatos para tratamientos terapéuticos de trastornos en

humanos que implican homeostasis anormal de calcio.

EJEMPLO 25. Ensayos in vitro para determinar los niveles intracelulares de calcio en fibras

musculares de raton.

Fibras aisladas del musculo flexor digital corto de raton se cultivaron durante una noche en
presencia o ausencia de los compuestos AHK1 y AHK?2 a una concentracion de 150 nM. Los
niveles basales de calcio intracelular se evaluaron mediante incubacidon de las fibras con el
fluorocromo ratiométrico Fura 2-AM (4 uM) y 4cido plurénico (0,02%) durante 30 minutos a
37°C, en el medio de cultivo. Las fibras se visualizaron con una camara digital de alta resolucién

y la [Ca®™"] intracelular se estimé mediante el ratio de excitacion 340 nm / 380 nm.

La Figura 2 muestra el efecto in vitro de los compuestos AHK1 y AHK2 sobre los niveles
intracelulares de calcio en estado de reposo en las mencionadas fibras musculares de raton. Se
puede apreciar como las fibras distroficas que no fueron tratadas (MDX) mostraron un aumento
significativo de los niveles de calcio en comparacion con las fibras control (CTRL). El
tratamiento durante una noche de las fibras MDX con AHK1 y AHK2 rescatd los niveles
intracelulares de calcio hasta niveles control lo que demuestra la capacidad para revertir los
incrementos de calcio intracelular observados en las fibras musculares. A la luz de estos
resultados, se postula que los compuestos segiin la invencioén llevan a cabo esta reversion a

través de un mecanismo que implica la modulacion de canales RyR.

EJEMPLO 26. Ensayos in vitro sobre interaccion de RyR1-calstabina 1
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Este ensayo se llevd a cabo en miotubos humanos control LHCN-M2 tras 9 dias en medio de
diferenciacion. Dicho miotubos fueron pre-tratados durante 12 horas con los compuestos AHK1
y AHK?2 a concentracion de 150 nM. Tras el tratamiento, los miotubos fueron sometidos a estrés

nitro-oxidativo por peroxitritos mediante la adicion de SIN1 (5 mM) durante 30 minutos.

La colocalizacion de RyR1-calstabina se analizd6 mediante la técnica de ligacién de proximidad
in situ (in situ PLA) para lo que se utilizo el kit de Sigma Duolink II Red Fluorescence Kit, y
anticuerpos especificos frente a RyR1 y calstabina 1. Esta técnica permite detectar la ubicacion
exacta de dos antigenos que se encuentren a una distancia menor de 40nm entre si. Para
determinar la colocalizacion de RyR1 con calstabina 1, se cuantificaron 3 fotografias por cada
condicion con aproximadamente 9 miotubos por campo, utilizando el software informatico

Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). En cada imagen, el area de colocalizacion se

normalizd con el area de expresion de miosina, que se determind mediante inmunofluorescencia

con un anticuerpo especifico conjugado a fluoresceina.

Seglin se muestra en la Figura 3, los compuestos AHK1 y AHK2 segun la invencion presentan
capacidad para recuperar parcialmente la disminucion de la interaccion de RyR1-calstabinal en
cultivos de miotubos humanos sanos tras ser sometidos a estrés nitro-oxidativo. El analisis de la
interaccion RyR1-Calst]l mediante la técnica de PLA demostré que en presencia de SINI se
produce la disociacion del complejo RyR1-Calstl y que dicha disociacion puede prevenirse
parcialmente con el pretratamiento con los compuestos AHK1 y AHK2. En el panel superior de
la Figure 3 se muestra la cuantificacion de las imagenes de PLA con ImageJ, mientras que en el
panel inferior se muestran imagenes representativas de PLA de cada condicion, donde los puntos
representan la interaccion RyRI1-Calstl (barra de calibracion 50 pm). Por lo tanto, los
compuestos ensayados segun la invencidon no solo mejoran la funcionalidad de miotubos
distroficos de tipo Duchenne o Becker, sino que también minimizan los efectos degenerativos
del estrés nitro-oxidativo sobre miotubos humanos sanos a través de un incremento de la afinidad

de la interaccidn RyR1-calstabinal.

Segin estos resultados, los compuestos de la invencidon pueden ser utiles como agentes
terapéuticos frente a enfermedades causadas por la disminucion de la afinidad RyR1-calstabinal

bajo condiciones de estrés nitro-oxidativo.

EJEMPLO 27. Ensayos bioldgicos in vivo en ratones
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Se utilizaron ratones distroficos mdx macho de un mes de edad suministrados por la compaiiia

Jackson Laboratory (https://www.jax.org/strain/001801). Estos ratones se trataron con el

compuesto AHK1 o con el compuesto AHK2 durante 5 semanas, donde dichos compuestos se
administraron en el agua de bebida a una concentracion de 0.25 mg/mL. Semanalmente, se midid
la fuerza muscular de las patas delanteras empleando un medidor de fuerza de agarre y el valor
obtenido se normalizé por el peso corporal del animal. Para ello, se siguieron las indicaciones
descritas en el protocolo de la TREAT-NMD Neuromuscular Network (http://www.treat-
nmd.eu/downloads/file/sops/dmd/MDX/ DMD M.2.2.001.pdf). Los ratones distroficos

mostraron una disminucion significativa de la fuerza de agarre. Sin embargo, tras 2 semanas de
tratamiento, la fuerza aumento6 significativamente en ratones mdx tratados con AHK1 o con
AHK?2 en comparacion a sus compafieros de camada no tratados. Tras 5 semanas de tratamiento

la fuerza muscular aumento significativamente en un 20% (Figura 4).

Estos datos sugieren que los compuestos segin la invencion pueden ser efectivos para tratar
pacientes con distrofias musculares mediante la mejora de la funcion muscular o previniendo la

debilidad muscular.

Tras concluir el tratamiento de 5 semanas, se obtuvo el miisculo tibial anterior, que se procesod
para su posterior analisis bioquimico e inmunohistoldégico para determinar el grado de dafio
muscular. La regeneracion derivada de la muerte celular se determind en criosecciones de
musculo mediante la cuantificacion del porcentaje de nucleos centrales, utilizando técnicas de
immunofluorescencia estandar para detectar el colageno IV y los nucleos celulares. La Figura 5
muestra cortes de criostato representativos de diafragmas de ratones control y de ratones
distroficos marcados para ver el colageno IV y DAPI para ver los ntcleos. El tratamiento de 5
semanas de ratones mdx con AHK1 y AHK2 redujo significativamente el porcentaje de niicleos
centrales, lo que pone de manifiesto la capacidad de dichos compuestos para reducir marcadores
histopatologicos de distrofia muscular tras las 5 semanas de tratamiento. Estos resultados
sugieren que los compuestos segun la invencion son efectivos in vivo y alcanzan el musculo

esquelético.

Por su parte, el andlisis bioquimico del musculo tibial anterior se realizé mediante extraccion de
ARN vy andlisis del patrén de expresion en ratones control, en ratones mdx y en ratones
sometidos a los distintos tratamientos. Para ello, se utiliz6 el RT2 Profiler PCR Array especifico

de musculo esquelético humano, miogénesis y miopatia (PAHS-099Z, QIAGEN), empleando
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mezclas de cADN de al menos 3 ratones por grupo. Se analiz6 asi el perfil de expresion de 84
genes involucrados en mecanismos fisiopatologicos del musculo esquelético. Los experimentos
se realizaron en el equipo 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) y los resultados obtenidos
QIAGEN

se analizaron utilizando el software online de

(http://www.sabiosciences.com/dataanalysis.php).

El tratamiento de ratones mdx con el compuesto AHK1 durante 5 semanas rescata parcialmente
el patrén de expresion génica de ratones mdx, como se muestra mediante la comparacion de la
expresion génica de ratones WT y mdx en la Figura 5. El nimero de genes cuya expresion estaba
aumentada en ratones mdx respecto a control fue de 40, la cual se vio reducida a 20 en ratones
tratados con AHK1 (MDX + AHKI). Se considerd que un gen estaba sobre-expresado cuando su
expresion aumentaba al menos 1,75 veces respecto del control. En la tabla I se muestra la lista de
los genes cuya expresion estd aumentada en ratones mdx y que disminuye a valores control, la

cual disminuye parcialmente o no cambia con el tratamiento de AHK1.

Tabla 1
Simbolo Unigene RefSeq Ratio de cambio vs. control
MDX MDX + AHK1

Genes sobreexpresados cuya expresion se normaliza con AHK1

Aktl Mm.6645 NM_009652 2,63 1,42
Bcl2 Mm.257460 NM_009741 1,94 1,05
Cast Mm.441995 NM_009817 1,86 1,49
Cav3 Mm.3924 NM_007617 3,28 1,68
Cryab Mm.178 NM_ 009964 3,08 1,50
Ctnnbl Mm.291928 NM_007614 1,79 1,27
Dagl Mm.491797 NM_ 010017 2,27 1,23
Des Mm.6712 NM_010043 2,14 1,53
Dysf Mm.220982 NM_021469 2,15 1,28
Foxo3 Mm.391700 NM_ 019740 1,76 1,14
Igfbp3 Mm.29254 NM_008343 1,77 1,34
Igfbp5 Mm.405761 NM 010518 2,52 1,43
Ikbkb Mm.277886 NM_010546 2,72 1,62
Mapk3 Mm.8385 NM 011952 2,61 1,69
Myodl Mm.1526 NM_010866 4,27 1,28
Nfkbl Mm.256765 NM_008689 2,45 1,67
Ppargclb Mm.415302 NM 133249 1,77 1,23
Prkaal Mm.207004 NM_001013367 2,33 1,55
Rps6kbl Mm.446624 NM_028259 1,77 1,25
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Utrn Mm.418026 NM 011682 2,03 1,35
Genes sobreexpresados que se normalizan parcialmente con AHK 1

Casp3 Mm.34405 NM_009810 10,28 5,27
Igf2 Mm.3862 NM 010514 22,31 9,78
I11b Mm.222830 NM_ 008361 17,77 2,82
116 Mm.1019 NM 031168 32,72 9,76
Lmna Mm.471227 NM 019390 5,29 2,52
Mmp9 Mm.4406 NM 013599 4,51 2,01
Myog Mm.16528 NM 031189 17,36 3,24
Tgtbl Mm.248380 NM 011577 6,51 3,61
Tnncl Mm.439921 NM_ 009393 25,00 4,53
Tnntl Mm.358643 NM 011618 12,09 3,37
Genes sobreexpresados cuya expresion no varia con AHK1

Bmp4 Mm.6813 NM_007554 1,93 2,08
Capn2 Mm.19306 NM_009794 2,90 1,75
Igfl Mm.268521 NM 010512 2,87 2,07
Tnf Mm.1293 NM 013693 15,01 10,27
Prkag3 Mm.453463 NM_ 153744 2,52 2,68
Rhoa Mm.318359 NM_ 016802 2,30 1,80
Pax3 Mm.1371 NM_008781 2,16 2,48
Pax7 Mm.218760 NM 011039 3,82 2,55
Musk Mm.16148 NM_ 010944 3,51 2,00
Myft5 Mm.4984 NM_008656 3,40 2,13

En concreto, los resultados ponen de manifiesto que los compuestos seglin la invencion muestran
capacidad para reducir a la mitad el nimero de genes sobreexpresados en musculo distrofico
mdx. Los genes susceptibles de ser modulados mediante los compuestos AHK incluyen, pero no
se limitan a, Aktl, Bcl2, Casp3, Cast, Cav3, Cryab, Ctnnbl, Dagl, Des, Dysf, Foxo3, Igtbp3,
Igfbp5, Ikbkb, Mapk3, Myodl, Ntkbl, Ppargclb, Prkaal, Rps6kbl, Utr, Casp3, Igf2, Illb, 116,
Lmna, Mmp9, Myog, Tgtbl, Tnncl y Tnntl. Dentro de esta lista, Aktl, I11b, Mapk3, Mmp9 y

Utr son genes relacionados con la pérdida de musculo esquelético o atrofia.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (I):

(X)mQ-(E?ERl{N\_(N N—R*-Y
R3
W)
donde

R' es un birradical alquileno C;4 opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes
seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo C, ., arilo Ce.10, F, Cl, CN y

NOy;

R’ es un birradical alquileno C, en el cual 1, 2 6 3 grupos —CH,— pueden estar opcionalmente
reemplazados por grupos seleccionados entre -O— y —S—; y en el que el birradical alquileno C;-
Cs puede estar opcionalmente sustituidlo con uno o mds grupos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en alquilo C;.4, alilo, propargilo, hidroximetilo, 1-
hidroxietilo, 2-hidroxietilo, 3-aminopropilo, 4-aminobutilo, 3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo,
arilo Ce.10, bencilo, 4-hidroxibencilo, heteroarilo Ce.19, F, Cl, OH, O(alquilo C;4), CN, NO,,
CO(alquilo C,4), COy(alquilo C;4), -CONH(alquilo C;4) y -CON(alquilo C,4),;

R’ se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C;4, arilo Ce_jo, F, CL, Bre I;
m se selecciona entre 0, 1,2y 3, 4;
n se selecciona entre 0, 1 y 2;

X se selecciona independientemente del grupo que consiste en OH, O(alquilo C,;4), O(arilo Ce.
10), OCF3, S(alquilo C;4), S(arilo Ce.10), alquilo C;¢, CF3, NHC(O)(alquilo C,4) y halégeno; o

dos grupos X pueden representar un birradical metilendioxi, etilendioxi o propilendioxi; e

Y se selecciona del grupo que consiste en -OH, -CO,H, -COs(alquilo C;4), -COy(alilo), -
COgy(bencilo), -SOsH, -NH,, -NH(alquilo C;4), -N(alquilo Ci4),, N(alquilo C;4); y -

N(heterociclilo o heteroarilo), donde dicho heterociclilo o heteroarilo se encuentra
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opcionalmente sustituido por un grupo alquilo Ci;4 y donde el 4tomo N forma parte del

heterociclilo o heteroarilo,

o un estereoisdmero, sal, solvato o complejo del mismo farmacéuticamente aceptable, o un

derivado marcado isotdpicamente o un profarmaco del mismo.
, e e, 1
2. Compuesto segln la reivindicacion 1, en donde R" es —CH,—.

3. Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde R* es un birradical
alquileno C;4 opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, alilo, propargilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-hidroxietilo, 3-
aminopropilo, 4-aminobutilo, 3-guanidilpropilo, 3-indolilmetilo, fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo,

bencilo, 4-hidroxibencilo, heteroarilo Cg_.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3, en donde R es un birradical -CHy- o -CH,-CHa-,
opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del

grupo que consiste en metilo, isopropilo, isobutilo y bencilo.

5. Compuesto segin la reivindicaciéon 4, en donde R* es un birradical -CH,- opcionalmente
sustituido con dos sustituyentes metilo o con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste

en isopropilo, isobutilo y bencilo, o en donde R es un birradical -CH,-CH,-.

6. Compuesto segun la reivindicacion 5, en donde R* es un birradical -CH,- o -CH,-CH,-.
7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde R’ es H.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde m 1.

9. Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde n es 0.

10. Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde X es O(alquilo C;.

4) 0 halégeno.

11. Compuesto seglin la reivindicacion 10, en donde X es un grupo metoxi en posicidon meta o

para o cloro.

12. Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde Y se selecciona del

grupo que consiste en CO,H, CO,Me, NH,, -NHMe, -NMe,, -NMes, -NHEt, -NEt,, -NEt;,

(alquilo C1_4) ; ;
I - /(alqu|lo C1_4) - N NH N N= . M+ —/(anUIIO C1_4)
N N, =N, N -(aiqio €., K
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o una sal farmacéuticamente aceptable de dichos grupos.

13. Compuesto segun reivindicaciéon 12, en donde Y se selecciona del grupo que consiste en
CO;H, CO,Me, NH,, -NHMe, -NMe,, -NMes, -NHEt, -NEt,, -NEts, pirrolidin-1-ilo, piperidin-1-
ilo, morfolin-4-ilo, 4-piperazin-1-ilo, 4-metil-piperazin-1-ilo y piridin-1-ilo o wuna sal

farmacéuticamente aceptable de dichos grupos.

14. Compuesto segun la reivindicacion 13, en donde Y se selecciona del grupo que consiste en

COzH y -NMe;.

15. Compuesto de féormula (I) seglin la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:
1-carboximetil-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-[2-(N,N-dimetilamino)etil]-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-carboximetil-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-2-feniletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-3-metilbutil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-3-metilbutil)-4-[3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(S)-1-(1-carboxi-2-metilpropil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
(R)-1-(1-carboxi-2-metilpropil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-(1-carboxi-1-metiletil)-4-[ 3-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
1-(2-hidroxietil)-4-[4-(metoxi)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,
I-metoxicarbonilmetil-4-(fenilsulfinilmetil)-1H-1,2,3-triazol, y
1-carboximetil-4-[ 3-(metoxi)fenilsulfonilmetil]-1H-1,2,3-triazol,
1-carboximetil-4-[3-(cloro)feniltiometil]-1H-1,2,3-triazol,

o una sal del mismo.

16. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de Formula (I) segun se ha
definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-15, y uno o mas excipientes o vehiculos

farmacéuticamente aceptables.
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17. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 16 para su administracion por via oral o

parenteral.

18. Uso de un compuesto de formula (I) segin se ha definido en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15 para preparar un medicamento.

19. Uso de un compuesto de formula (I) segin se ha definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 para preparar un medicamento destinado al tratamiento y/o prevencion de
trastornos y enfermedades del musculo esquelético, trastornos y enfermedades cardiacos y

trastornos y enfermedades del sistema nervioso.

20. Uso segun reivindicacion 19, donde los trastornos y enfermedades del musculo esquelético se
seleccionan entre distrofias musculares, miopatias congénitas, miopatias metabolicas, atrofia

muscular y sarcopenia.

21. Uso segun reivindicacion 20, donde el trastorno o enfermedad del musculo esquelético es

distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular de Becker.

22. Uso segun reivindicacién 19, donde los trastornos y enfermedades cardiacos se seleccionan

entre insuficiencia cardiaca, isquemia cardiaca, arritmias cardiacas y cardiomiopatias.

23. Uso segun reivindicacion 19, donde los trastornos y enfermedades del sistema nervioso se
seleccionan entre accidente cerebral, enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal y

deterioro cognitivo.

24. Un método para la sintesis de un compuesto de Formula (I) segin se ha definido en

cualquiera de las reivindicaciones 1-15, que comprende:

a) hacer reaccionar un alquino de formula (II) con una azida de Férmula (I1I),

(0),
@‘g—m%w
X)N\= N;—R*-Y

(D) (111

opcionalmente en presencia de un catalizador de cobre y, opcionalmente, en presencia de

una base para dar un compuesto de formula (1),

en donde:
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los grupos R', R*, R>, m, n y X en los compuestos de formulas (IT)-(IIT) son segtn se han

definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-15, e

Y es un grupo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-15, opcionalmente
protegido con un grupo protector de carboxilo, un grupo protector de hidroxilo o un

grupo protector de amino;

cuando n es 0 en el compuesto de formula (I) obtenido en la etapa a), opcionalmente
tratar dicho compuesto de formula (I) con un agente oxidante para dar un compuesto de
formula (I) en donde n es 1 o 2, R, R>, R>, m y X son segun se han definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1-15, ¢ Y es un grupo segun se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1-15, opcionalmente protegido con un grupo protector de carboxilo,

un grupo protector de hidroxilo o un grupo protector de amino; y

cuando el compuesto de formula (I) obtenido en la etapa a) o b) tiene un grupo Y
protegido con un grupo protector, eliminar dicho grupo protector para dar un compuesto
de formula (I) en donde Rl, RZ, R3, m, n, X e Y son segun se han definido en cualquiera

de las reivindicaciones 1-15.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201630670

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 EP 2857388 A1 (GRUNENTHAL GMBH) 08.04.2015
D02 WO 2014205414 A1 (UNIV CALIFORNIA etal.) 24.12.2014
D03 JOSHI, P. et al. Indian Journal of Heterocyclic Chemistry, 2015, 2015

Vol. 24, Paginas 411-418. ISSN 0971-1627
D04 WO 2016057656 A1 (MITOBRIDGE INC et al.) 14.04.2016
D05 WO 2013142346 A1 (UNIV CALIFORNIA) 26.09.2013

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere a triazoles de formula general I, a un método de preparacién de dichos compuestos, a composiciones
farmacéuticas que los contienen y a su uso en el tratamiento y/o prevencion de trastornos musculares, cardiacos y del
sistema nervioso.

El documento D01 divulga triazoles funcionalizados con grupos sulfonados entre los que se encuentra el compuesto ACI-5,
triazol funcionalizado con grupos sulfona, asi como el correspondientes sulfuro precursor, cuyas formulas se encuadran
dentro de la formula general definida en las reivindicaciones 1-14 de la solicitud (ver parrafo 87). Dicho documento recoge
igualmente triazoles funcionalizados con grupos fenilsulfona donde el grupo fenilo puedes presentar de 1 a 3 sustituyentes,
siendo dichos compuestos concordantes con los triazoles definidos en las reivindicaciones 1-8 de la solicitud (ver
reivindicacion 1). Los triazoles se preparan mediante reaccién de cicloadiccion de un acidoacetal con un derivado alquinico y
posterior funcionalizacién con los correspondientes grupos sulfonados. Dichos compuestos se pueden utilizar en el
tratamiento de enfermedades neuroldgicas, neurodegenerativas o enfermedades fibréticas (reivindicacion 15).

A la vista de lo divulgado en el documento D01 la invencion definida en las reivindicaciones 1-14, 16-19 y 23 de la solicitud
carece de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986).

El documento D02 divulga triazoles con actividad antimicrobiana entre los que se encuentran los compuesto A-141 y C(2)-
141, triazoles funcionalizados con grupos tiofenilo y un alquil-N-heterociclo cuyas férmulas se engloban dentro de la formula
general de los triazoles definidos en las reivindicaciones 1-7 y 9 de la solicitud (ver tabla S1a). Los triazoles que recoge
dicho documento se preparan mediante cicloadicién de la correspondiente azida y alquino previamente funcionalizados con
los correspondientes sustituyentes (parrafos 333-345).

Por lo tanto, la invencion definida en las reivindicaciones 1-7, 9 y 24 de la solicitud carece de novedad al encontrarse
recogida en dicho documento D02 (Art. 6.1LP 11/1986).

El documento D03 divulga theophylline-triazoles entre los que se encuentra triazoles funcionalizdos con grupos CH,SPh
(compuesto 35) de formula concordante con la definida en las reivindicaciones 1-7 y 9 de la solicitud. Los compuestos se
sintetizan mediante cicloadiccion regioselectiva azido-alquino en presencia de sulfato de cobre y ascorbato sédico (pagina
412, esquema 2; compuesto 35; pagina 413, experimental).

La invencion definida en las reivindicaciones 1-7, 9 y 24 se encuentra divulgada en el documento D03, careciendo por tanto
de novedad (Art. 6.1LP 11/1986).

En relacion al objeto de la invencion definido en las reivindicaciones 20-22, no se han encontrado en el estado de la técnica
documentos que divulguen el uso de triazoles como los definidos en la reivindicacion 1 de la solicitud en el tratamiento y/o
prevencion de trastornos y enfermedades del musculo esquelético tales como atrofias musculares o miopatias y en el
tratamiento de enfermedades cardiacas, por lo que se reconoce novedad a la invencion definida en las reivindicaciones 20-
22. Del mismo modo se reconoce actividad inventiva al objeto definido en dichas reivindicaciones por los siguientes motivos:
Aunque es conocido en el estado de la técnica que compuestos triazoles se utilizan en el tratamiento de trastornos
musculares y cardiacos como pueden ser distrofias tipo Becker o Duchenne ( ver documentos D04, reivindicaciones 1, 12 y
19; documento D05, reivindicaciones 1-30), se considera que no resultaria evidente para un experto en la materia que
triazoles como los definidos en la reivindicacion 1 de la solicitud que presentan diferente funcionalizacion a los recogidos en
los documentos D04 o D05 sean igualmente activos en el tratamiento de las mismas patologias sin la necesaria
experimentacion.
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Por lo tanto, la invencion definida en las reivindicaciones 20-22 es nueva y posee actividad inventiva (Art. 6.1 y 8.1 LP
11/1986).

Respecto a la reivindicacién 15, no se han encontrado divulgados en el estado de la técnica compuestos concretos como los
definidos en dicha reivindicacion, asi como sugerencias que dirijan a la preparacion de dichos compuestos.

En consecuencia, la invencién definida en la reivindicacion 15 es igualmente nueva y posee actividad inventiva (Art. 6.1y 8.1
LP 11/1986).
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