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DESCRIPCION
Inhibidores de grelina O-acil transferasa

La presente invencion se refiere a compuestos utiles para la inhibicion de la grelina O-acil transfersa (GOAT), com-
posiciones farmacéuticas y compuestos para uso en procedimientos para el tratamiento de enfermedades relaciona-
das con la actividad de la GOAT.

La GOAT pertenece a la familia de enzimas O-acil transferasa unida a la membrana (MBOAT). Convierte a la
desacilgrelina (también conocida como grelina no acilada o UAG) en una forma biolégicamente activa, la acil-grelina
(AG), mediante la transferencia de un acido graso al resto Ser3 del péptido desacilgrelina. La acil-grelina se ha indi-
cado que incrementa la ingesta de alimento e incrementa la adiposidad en humanos y roedores. La infusién de AG
en humanos se ha indicado igualmente que suprime la secrecion de insulina inducida por glucosa. La eliminacion del
gen de la grelina se ha indicado que potencia la liberacion de insulina para prevenir o mejorar la intolerancia a la
glucosa en ratones ob/ob alimentados con dieta alta en grasa.

Se ha informado en la literatura de inhibidores de la GOAT de molécula pequefia. Véase la WO 2013/125732.

Sin embargo, la prevalencia de la obesidad y la diabetes asociada con la efectividad y respuestas variables a los
tratamientos usuales para la obesidad y la diabetes necesita que estén disponibles para los pacientes mas opciones
de tratamientos. La presente invenciéon proporciona ciertos nuevos compuestos que son inhibidores de la GOAT.
Dichos nuevos compuestos podrian enfrentarse a la necesidad de un tratamiento efectivo, potente, de la obesidad.
Se considera ademas que un inhibidor de la GOAT puede ser igualmente util en la reduccion de la ganancia de peso
o la recuperacion de peso como un auxiliar a la dieta y/o al ejercicio, a otros agentes medicinales terapéuticos o de
procedimientos disefiados para la reduccion de la ganancia de peso o para tratar la obesidad. De manera similar, un
inhibidor de la GOAT puede ser util en el tratamiento de la diabetes de tipo 2, de manera individual o en combinacién
con otros tratamientos para la diabetes de tipo 2.

La presente invencién proporciona un compuesto de férmula

H
N and

2 CH; O

PN

F4C7 SN” “CHj,

en la que R esta seleccionado entre alquilo de -C4-C3 opcionalmente substituido con -OH; alquilo de -OC+-Cy; pirazo-
lilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcio-
nalmente substituido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en el que cada uno de ellos puede
estar opcionalmente substituido con -ClI; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs3; o una sal aceptable farma-
céuticamente del mismo.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion, o
una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, con uno o mas vehiculos, diluyentes, o excipientes aceptables
farmacéuticamente. En una realizaciéon adicional, la composicién se usa en combinacién con uno o mas de otros
agentes terapéuticos.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona compuestos para uso en un procedimiento de reduccion
de la ganancia de peso o de recuperacion del peso o de tratamiento de la diabetes de tipo 2 o de la obesidad, que
comprende la administraciéon de un compuesto de la presente invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del
mismo, a un paciente que lo necesite.

La presente invencion proporciona igualmente un compuesto de la invencioén, o una sal aceptable farmacéuticamen-
te del mismo, para uso en terapia, en particular para la reduccién de la ganancia de peso o de recuperacion del peso
o de tratamiento de la diabetes de tipo 2 o de la obesidad. Incluso ademas, la presente invencién proporciona un
compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, para uso en la reduccion de la ga-
nancia de peso o de recuperacion del peso o de tratamiento de la diabetes de tipo 2 o de la obesidad, Ademas, la
presente invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del
mismo, en la fabricacion de un medicamento para la reduccion de la ganancia de peso o de recuperacion del peso o
de tratamiento de la diabetes de tipo 2 o de la obesidad,

La presente invencién proporciona ademas compuestos para uso en un procedimiento de tratamiento de secuelas
de un episodio isquémico, que comprende la administracion de un compuesto de la presente invencién, o una sal
aceptable farmacéuticamente del mismo, a un paciente que lo necesite. En una realizaciéon adicional, el episodio
isquémico es isquemia miocardica o isquemia cardiaca o isquemia cerebral.
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En otro aspecto aln, la presente invencién proporciona un compuesto de la invencién, o una sal aceptable farma-
céuticamente del mismo, para uso en terapia, en particular para el tratamiento de las secuelas de un episodio is-
quémico. Incluso ademas, la presente invencién proporciona un compuesto de la invencién, o una sal aceptable
farmacéuticamente del mismo, para uso en el tratamiento de las secuelas de un episodio isquémico. Ademas, las
presente invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencién, o una sal aceptable farmacéuticamente del
mismo, en la fabricacion de de un medicamento para el tratamiento de las secuelas un episodio isquémico. En una
realizaciéon adicional, el episodio isquémico es isquemia miocardica o isquemia cardiaca o isquemia cerebral.

La presente invencion proporciona ademas compuestos para uso en un procedimiento de tratamiento de trastornos
de adicion, que comprende la administracion de un compuesto de la presente invencion, o una sal aceptable farma-
céuticamente del mismo, a un paciente que lo necesite. En una realizacion adicional, el trastorno de adicion implica
conductas de consumo, tal como alcohol, tabaco, excesos de alimentacion, o uso de drogas ilicitas.

La presente invencion proporciona compuestos para uso en un procedimiento para mejorar las consecuencias del
estrés que promueve comportamientos adictivos, que comprende la administracién de un compuesto de la presente
invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, a un paciente que lo necesite. En una realizacion
adicional, los comportamientos adictivos implican conductas de consumo, tal como alcohol, tabaco, excesos de
alimentacion, o uso de drogas ilicitas.

La presente invencion proporciona igualmente un compuesto de la invencién, o una sal aceptable farmacéuticamen-
te del mismo, para uso en terapia, en particular para el tratamiento de de trastornos de adicién. Incluso ademas, la
presente invencién proporciona un compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo,
para uso en el tratamiento de trastornos de adicion. Ademas, la presente invencién proporciona el uso de un com-
puesto de la invencién, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de trastornos de adicién. En una realizacién adicional, el trastorno de adicién implica conductas
de consumo, tal como alcohol, tabaco, excesos de alimentacion, o uso de drogas ilicitas.

La presente invencién proporciona también un compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en terapia, en particular para mejorar las consecuencias del estrés que promueve comporta-
mientos adictivos. En una realizaciéon adicional, el trastorno de adiciéon implica conductas de consumo, tal como
alcohol, tabaco, excesos de alimentacion, o uso de drogas ilicitas. Incluso ademas, la presente invencién proporcio-
na un compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, para uso en mejorar las con-
secuencias del estrés que promueve comportamientos adictivos. Ademas, la presente invencién proporciona el uso
de un compuesto de la invencioén, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, en la fabricacién de un medi-
camento para uso en mejorar las consecuencias del estrés que promueve conductas adictivas. En una realizacion
adicional, los comportamientos adictivos implican conductas de consumo, tal como alcohol, tabaco, excesos de
alimentacion, o uso de drogas ilicitas.

La presente invenciéon abarca también productos intermedios y procedimientos Utiles para la sintesis de un com-
puesto de la presente invencion.

El término “para tratamiento” (o “tratar” o “tratamiento”) tal como se usa en la presente invencion, se refiere a la res-
triccion, atenuacion, detencion, o reversion de la progresion o severidad de un sintoma, estado o trastorno existente.

Tal como se usa en la presente invencion, el término “reduccion de la ganancia de peso”, se refiere a la disminucion
del incremento en el peso de un paciente. El término “reduccién en la recuperacion del peso”, se refiere a la dismi-
nucién en el incremento en el peso de un paciente que experimenta rebote en el peso después de la pérdida de
peso. La recuperacion de peso puede ser debida a un efecto rebote posterior al cese de la pérdida de peso lograda
via dieta, ejercicio, modificacion de la conducta, o terapias aprobadas. Para evitar dudas, la ganancia de peso o
recuperacion de peso tal como se usa en la presente invencion, se refiere a ganancia de peso o recuperacion de
peso inducida por ingesta de alimentos o habitos de alimentacion y no se refiere a ganancia de peso relacionada con
no-alimentos tal como acumulacion de fluidos, peso debido a retencién de agua, masa muscular, o inflamacion.

Un “episodio isquémico” tal como se usa en la presente invencion, se refiere a un suministro insuficiente de sangre a
un érgano o parte del cuerpo. La disminucion en el flujo sanguineo reduce el suministro de oxigeno al érgano afec-
tado o a parte del cuerpo. Un episodio isquémico puede igualmente conocerse como isquemia. Un experto en la
técnica sabe que la isquemia puede afectar a diferentes 6rganos o partes del cuerpo, por ejemplo el corazon, tal
como la isquemia miocardica o isquemia cardiaca, o al cerebro, tal como la isquemia cerebral.

Los “trastornos de adicion”, tal como se usa en la presente invencion, describen conductas de inadaptacién para las
cuales un individuo muestra una incapacidad para controlarlas a pesar de las consecuencias negativas. De particular
relevancia para la presente invencion, son los trastornos de adicién que implican conductas consumistas tales como
ingesta de alcohol, tabaco, excesos de alimentacion, y uso de drogas ilicitas. La presente invenciéon normaliza incen-
tivos aberrantes y recompensa a substratos neuronales que estan desregulados en individuos con trastornos adicti-
vos. El estrés es frecuentemente un agente precipitante en la etiologia y mantenimiento de trastornos adictivos; la
presente invencién proporciona un procedimiento para mejorar las consecuencias del estrés que promueve las con-
ductas adictivas.
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Un compuesto de la presente invencion puede reaccionar para formar sales aceptables farmacéuticamente. Las
sales aceptables farmacéuticamente y la metodologia comun para su preparacion son bien conocidas en la técnica.
Véase, por ejemplo, P. Stahl, y otros, Handbook of Pharmaceuticals Salts: Properties, Selection and Use, 2nd Re-
vised Edition (Wiley-VCH, 2001); S.M. Berge, y otros, “Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences,
vol. 66, n°. 1, January 1977.

El técnico experto comprendera que el compuesto de la invencién, o sales aceptables farmacéuticamente del mis-
mo, estan comprendidos por un nudcleo que contiene al menos un centro quiral, representado por * en (I) a continua-
cion:

()

Los compuestos preferidos de la invencion estan representados por (1l):

H
N e
O

N/

PR I

FsC” SN CH;

iy
o sales aceptables farmacéuticamente de los mismos.

El técnico experto comprendera que pueden crearse centros quirales adicionales en los compuestos de la invencion
mediante la seleccidn de ciertas variables. La presente invencién contempla todos los enantidmeros o diasteredme-
ros individuales, asi como las mezclas de los enantidmeros y diasteredmeros de dichos compuestos, incluyendo
racematos.

El técnico experto comprendera igualmente que las designaciones (R) o (S) de Cahn-Ingold-Prelog para todos los
centros quirales variaran dependiendo de los patrones de substitucion del compuesto particular. Los enantiémeros o
diasteredmeros individuales pueden prepararse comenzando con reactivos quirales o mediante técnicas de sintesis
estereoselectivas o estereoespecificas. Como alternativa, los enantiémeros o diasteredmeros individuales pueden
aislarse a partir de mezclas mediante técnicas de cristalizacion o cromatograficas quirales convencionales en cual-
quier punto conveniente en la sintesis de compuestos de la invencion. Los enantiomeros individuales de compuestos
de la invencion son una realizacion preferente de la invencion.

Un compuesto de la presente invencion esta preferiblemente formulado como composiciones farmacéuticas adminis-
tradas por una diversidad de vias, tal como administracion oral. Dichas composiciones farmacéuticas y procedimien-
tos para la preparacion de las mismas son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, The Science and Prac-
tice of Pharmacy (A. Gennaro, y otros, eds. 21st ed., Mack Publishing Co., 2005). Mas particularmente preferida, es
una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion representado por la formula

H
N R

N2 CH; O

|
F3C’J*N CH

en la que R esta seleccionado entre alquilo de -C4-C3 opcionalmente substituido con -OH; alquilo de -OC+-Cy; pirazo-
lilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcio-
nalmente substituido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en la que cada uno de ellos puede

4

3

2



10

15

20

25

30

ES 2715763 T3

estar opcionalmente substituido con -ClI; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs3; o una sal aceptable farma-
céuticamente del mismo y uno o mas vehiculos o diluyentes aceptables farmacéuticamente.

Aunque todos los compuestos ejemplificados de la invencion son inhibidores de la GOAT, ciertas clases de com-
puestos son preferidos. Los parrafos siguientes describen dichas clases preferidas:

a)

R es alquilo de -C4-C3 opcionalmente substituido con -OH; alquilo de -OC+-Cg4; pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo,
o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente substi-
tuido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en el que cada uno de ellos puede estar
opcionalmente substituido con -Cl; o fenilo opcionalmente substituido con -OCHs.

R es pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos
puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHps; piridinilo o piracinilo, en el que cada uno
de ellos puede estar opcionalmente substituido con -Cl; o fenilo opcionalmente substituido con -OCHj.

R es pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos
puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHj;

R es pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos
puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHj;

R es piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en el que cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido
con -ClI;

R es fenilo opcionalmente substituido con -OCHj,

R es -CHj3 opcionalmente substituido con -OH, -OCHs, o -OC(CHz)s;
R es -CHj3 opcionalmente substituido con -OH.

R es -OCHj3 0 -OC(CHa)s;

R es pirazolilo;

R es pirazolilo substituido con -CHjs;

el compuesto de la presente invencion es la base libre;

el substituyente metilo adyacente a -NC(O)R esta en la configuracion S en el compuesto de la presente in-
vencion.

Una realizacién preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la formula

O H
NH, NJH/N\H/R
> CH; O
F3C)*N| CH,

@

en la que R esta seleccionado entre alquilo de -C4-C3 opcionalmente substituido con -OH; alquilo de -OC+-Cy; pirazo-
lilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcio-
nalmente substituido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en la que cada uno de ellos puede
estar opcionalmente substituido con -ClI; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs3; o una sal aceptable farma-
céuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente
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Q H
NH, NJ'H/N\H/R
v CH; O
Fgc)*N CH,

2

en la que R esta seleccionado entre -CH3 opcionalmente substituido con -OH; -OCH3 0 —OC(CHa)s; pirazolilo, oxazo-
lilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente
substituido una o dos veces con -CHpg; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en la que cada uno de ellos puede estar
opcionalmente substituido con -Cl; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs; o una sal aceptable farmacéutica-
mente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

AN
N7 CH; O
I
F;C” N7 “CH;

]

en la que R esta seleccionado entre pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazo-
lilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHs; piridinilo, piridacinilo, o pira-
cinilo, en la que cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido con -ClI; y fenilo opcionalmente substituido
con -OCHg; 0 una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

QH
NH, N)H/N\H/R
> CH; O
F3C/1*N| CH,

b

en la que R esta seleccionado entre pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazo-
lilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, o piracinilo, en la
que cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido con -Cl; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHj;
o una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la féormula

NH, N)H/\n/

CH; O

H

en la que R esta seleccionado entre pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, y tiadiazolilo, en la que pirazolilo, oxazolilo, o tiazo-
lilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHjs; o una sal aceptable farma-
céuticamente de los mismos.

Una realizacién preferente adicional de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula
6
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NH, N’U\r N
N7 CH; O

PR |

F3C7 N~ “CHj

b4

en la que R esta seleccionado entre piridinilo, piridacinilo, y piracinilo, en la que cada uno de ellos puede estar op-
cionalmente substituido -Cl; o una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

en la que R es fenilo opcionalmente substituido -OCHj3; o una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

Q
NH, NJH/N\H/R
N CHs O
Aue

FsC Hj

2

en la que R esta seleccionado entre -CH3 opcionalmente substituido con -OH; -OCH3z y -OC(CHzs)s; 0 una sal acepta-
10 ble farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

Q H
NH, N)krN\n/R

N2 CH; O

PNy
F2C” “N“ “CH,

5
en la que R es -CH3; opcionalmente substituido con -OH; o una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Otra realizacion preferente de la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula siguiente

NH, NJH/\H/
N7 CH; O
g
F5C” “N” “CHj
15 ’
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en la que R esta seleccionado entre -OCH3y -OC(CHzs)s; 0 una sal aceptable farmacéuticamente de los mismos.

Una realizacién especialmente preferente de la presente invencién se refiere a compuestos de la férmula:

NH,

N~

PNy
F3C” SN” CHj

“

o una sal aceptable farmacéuticamente de la misma.

Otra realizacion especialmente preferente de la presente invencion se refiere al compuesto de la formula:

F3C7 N7 CHy

o una sal aceptable farmacéuticamente de la misma.

Una realizacién adicional especialmente preferente de la presente invencion se refiere al compuesto de la formula:

El compuesto de la presente invencion es generalmente eficaz dentro de un amplio intervalo de dosificacion. Por
ejemplo, las dosificaciones por dia entran dentro del intervalo de aproximadamente 0,03 hasta aproximadamente 30
mg/kg de peso corporal. En algunos casos, los indices de dosificacion por debajo del limite inferior del intervalo
anteriormente mencionado pueden ser mas que adecuados, en tanto que, en otros casos, pueden usarse dosis aun
mayores, manteniéndose, no obstante, un perfil beneficio/riesgo favorable y, por ello, el intervalo de dosificacion
anterior no pretende limitar de ninguna manera el alcance de la invencion. Se da por entendido que la cantidad del
compuesto realmente administrado estara determinada por un médico, a la vista de las circunstancias correspon-
dientes, incluyendo el estado a tratar, la via elegida de administracion, el compuesto o compuestos real administra-
do, la edad, peso, y respuesta del paciente individual, y la severidad de los sintomas del paciente.

Es bien sabido en la técnica que los agentes para el tratamiento de la diabetes y/o la obesidad pueden combinarse
con otros agentes para el tratamiento de la diabetes y/o la obesidad. El compuesto de la invencién, o una sal acep-
table farmacéuticamente del mismo, puede co-administrarse, simultaneamente o secuencialmente, con otro trata-
miento(s) eficaz para la diabetes o la obesidad. El compuesto de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamen-
te del mismo, solo o en combinacién con otro tratamiento(s) eficaz puede administrarse, simultaneamente o secuen-
cialmente, siguiendo procedimientos médicos aprobados tales como cirugias bariatricas, por ejemplo, cirugia de
bypass gastrico o procedimientos de bandas gastricas ajustables.

Los compuestos de la invencion, o sales de los mismos, pueden prepararse por una diversidad de procedimientos
conocidos en la técnica, algunos de los cuales se ilustran en los Esquemas, Preparaciones, Ejemplos mas adelante.
Las etapas de sintesis especificas para cada una de las vias descritas pueden combinarse de diferentes formas, o
conjuntamente con etapas procedentes de diferentes esquemas, para preparar compuestos o sales de la presente
invencion. Los productos de cada etapa en los Esquemas de mas adelante pueden recuperarse mediante procedi-
mientos convencionales bien conocidos en la técnica, incluyendo extraccion, evaporacion, precipitacion, cromatogra-
fia, filtracion, trituracion, y cristalizacion. En los Esquemas de mas adelante, todos los substituyentes salvo que se
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indique lo contrario, son tal como previamente se han definido. Los reactivos y materiales de partida se encuentran
facilmente disponibles para un experto normal en la técnica.

Adicionalmente, ciertos compuestos intermedios descritos en los Esquemas siguientes pueden contener uno o mas
grupos de proteccion de nitrégeno. El grupo de proteccion variable puede ser el mismo o diferente en cada situacion,
dependiendo de las condiciones de reaccion particulares y de las transformaciones particulares a realizar. Las con-
diciones de proteccion y desproteccion son bien conocidas para un técnico experto y estan descritas en la literatura
(Véase, por ejemplo, “Greene’s Protective Groups in Organic Syntheses”, Fourth Edition, by Peter G.M. Wuts and
Theodora W. Greene, John Wiley and Sons, Inc. 2007).

Ciertos centros estereoquimicos se han dejado sin especificar y ciertos substituyentes han sido eliminados en los
Esquemas siguientes por motivos de claridad y no pretenden, de ningin modo, limitar la exposicion de los Esque-
mas. Los enantidmeros y diasteredmeros individuales pueden prepararse empezando con reactivos quirales o me-
diante técnicas de sintesis estereoselectivas o estereoespecificas. Como alternativa, los enantidmeros o racematos
individuales pueden aislarse de mezclas mediante técnicas de cristalizacién o cromatograficas quirales convenciona-
les en cualquier punto conveniente en la sintesis de compuestos de la invenciéon, mediante procedimientos tales
como técnicas de cristalizacion selectiva o cromatografia quiral (Véase, por ejemplo, J. Jacques, y otros, “Enantio-
mers, Racemates, and Resolutions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981, y E.L. Eliel y S.H. Wilen, “Stereochemistry of
Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994).

Al gunos compuestos intermedios o compuestos de la presente invencion pueden tener uno o mas centros quirales.
La presente invenciéon contempla todos los enantiémeros o diasteredmeros individuales, asi como mezclas de los
enantiémeros y diasteredmeros de dichos compuestos, incluyendo racematos. Se prefiere que los compuestos de la
presente invencién que contienen al menos un centro quiral existan en forma de un enantidmero o diasteredmero
individual. El enantiémero o diastereémero individual puede prepararse empezando con reactivos quirales o median-
te técnicas de sintesis estereoselectivas o estereoespecificas. Como alternativa, los enantiomeros o diastereémeros
individuales pueden aislarse de mezclas mediante técnicas de cristalizacién o cromatograficas quirales convenciona-
les. El técnico experto comprendera que, en algunas circunstancias, el orden de elucién de enantidmeros o diaste-
redomeros puede ser diferente debido a las diferentes columnas y fases méviles cromatograficas.

Ciertas abreviaturas se definen tal como sigue a continuacion: “ACN” se refiere a acetonitrilo; “BSA” se refiere a
Albimina de Suero Bovino; “DCC” se refiere a 1,3-diciclohexilcarbodiimida; “DCM” se refiere a diclorometano; “DIC”
se refiere a diisopropilcarbodiimida; “DIPEA” se refiere a diisopropildietilamina o N-etil-N-isopropil-propan-2-amina;
“DMAP” se refiere a dimetilaminopiridina; “DMF” se refiere dimetilformamida; “DMSO” se refiere a dimetilsulféxido;
“EDCI” se refiere a hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida; “EDTA” se refiere a acido etilenodia-
minotetraacético; “ee” se refiere a exceso enantiomérico; “ELISA” se refiere a ensayo inmunoenzimatico; “EtOAC” se
refiere a acetato de etilo; “EtOH” se refiere a etanol o alcohol etilico; “Ej” se refiere a ejemplo; “FBS” se refiere a
suero bovino fetal; “HATU” se refiere a hexafluorofosfato de (dimetilamino)-N,N-dimetil(3H-[1,2,3]tdazolo[4,5-
b]piridin-3-iloxi)metanimio; HOAt” se refiere a 1-hidroxi-7-azobenzotriazol; “HOBt” se refiere a hidrato de 1-
hidroxilbenzotriazol; “HBTU” se refiere a hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotdazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio;
“HPLC” se refiere a cromatografia liquida de alta eficacia; “HRP” se refiere a peroxidasa de rabano picante; “ICso” se
refiere a la concentracion de un agente que produce el 50% de la respuesta inhibidora maxima posible para dicho
agente; “LC-ES/MS” se refiere a cromatografia liquida-electrospray/espectrometria de masa; “min” se refiere a minu-
to o minutos; “MeOH” se refiere a metanol o alcohol metilico; “MS” se refiere a espectrometria de masa; “OAC” se
refiere a acetato; “PBS” se refiere a solucién salina tamponada con fosfato; “PG” se refiere a grupo de proteccion;
“Prep” se refiere a preparacion; “PYBOP®” se refiere a hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxipirrolidino-fosfonio;
“PYBROP®” se refiere a hexafluorofostato de bromo-tris-pirrolidino-fosfonio; “TA” se refiere a temperatura ambiente;
“SCX” se refiere a intercambio de cation fuerte; “SFC” se refiere a cromatografia de fluidos en fase supercritica;
“SPE” se refiere a extraccion en fase solida; “TFA” se refiere a acido trifluoroacético; “TMB” se refiere a 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina, y “Tr” se refiere a tiempo de retencion.

En los Esquemas que siguen a continuacion, todos los substituyentes, salvo que se indique lo contrario, son tal co-
mo previamente se han definido. Los reactivos y materiales de partida se encuentran facilmente disponibles para un
experto normal en la técnica. Otros pueden hacerse mediante técnicas convencionales de quimica organica y de
heterociclicos, las cuales son analogas a las sintesis de compuestos similares estructuralmente y los procedimientos
descritos en las Preparaciones y Ejemplos que siguen incluyen cualquier nuevo procedimiento.
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Esquema 1

{0 ) @
NH
NH,
—————— N7
1) Reduccién )\ |
FaC” N7 CH,

2) Desproteccion
(5}

En el Esquema 1, R es un grupo de- proteccion amina apropiado. Los grupos de proteccion amina son bien conoci-
dos y apreciados en la técnica, y pueden incluir carbamatos y amidas. Un experto en la técnica reconocera reactivos
y procedimientos alternativos para agregar y separar dichos grupos de proteccion.

El compuesto (2) puede prepararse tratando el compuesto (1) con un agente de halogenacion, tal como monocloruro
de yodo, Iz, 0 N-yodosuccinimida. Un experto en la técnica admitira que existe un cierto nimero de procedimientos
de halogenacion heteroaromatica. En una etapa adicional, el compuesto (4) puede prepararse mediante empareja-
miento del compuesto (2) con un alquino (3) bajo condiciones de emparejamiento convencionales, usando un reacti-
vo organometalico obtenido del paladio, tal como Pd(PPhs).Clz, Pd(OAc),, o Pdy(dba)s, en la presencia de un catali-
zador, tal como Cul, y una base, tal como EtsN, DIPEA, K2COs, o Cs2CO3. Un experto en la técnica admitira que
existen reactivos organometalicos alternativos obtenidos de metales tales como Cu o Zn. Como alternativa, la amina
libre correspondiente del compuesto (3) puede adquirirse y protegerse mediante un grupo de proteccién amina apro-
piado. El compuesto (4) se reduce mediante hidrogenacion catalitica en la presencia de un catalizador de metal de
transicion tal como 6xido de platino. Otros catalizadores de hidrogenacion son bien conocidos en la técnica; por
ejemplo, el paladio sobre carbén o derivados de rodio, para reducir alquinos. Un experto en la técnica admitira que
existen otros procedimientos para la reduccién de alquinos, incluyendo el tratamiento con sodio en etanol o cinc en
acido. A continuacion, el grupo de proteccion puede separarse bajo condiciones bien conocidas en la técnica, tales
como bajo condiciones acidas o basicas, para proporciona el compuesto (5).

Esquema 2
N_ R N_ R
NJH’ g N/u\( g
NH, CH; O CH; O
NH,
N/
PNy S ———— 7
FsC” N7 CH; 1) Desproteccion | |
o) FsC” SN ~CH
(5 2) RJ\OH @
(8)

El compuesto (7) puede sintetizarse mediante la reaccién del compuesto (5) con el compuesto (6) bajo condiciones
de emparejamiento convencionales. Un experto en la técnica admitira que existe un cierto nimero de procedimien-
tos y reactivos para la formacion de amida resultantes de la reaccion de acidos carboxilicos y aminas. El empareja-
miento del compuesto (5) con el compuesto (6) puede efectuarse en la presencia de un reactivo de emparejamiento
adecuado y una base amina adecuada, tal como DIPEA o trimetilamina. Los reactivos de emparejamiento incluyen
carbodiimidas, tales como DCC, DIC, EDCI, y otros reactivos de emparejamiento, tal como HOBt y HOAt. Adicional-
mente, pueden usarse sales de uronio o fosfonio de aniones no nucleofilicos, tales como HATU, HBTU, PYBOP®. y
PYBROP®, en lugar de los reactivos de emparejamiento mas tradicionales. Pueden usarse aditivos tal como DMAP
para potenciar las reacciones. Como alternativa, el compuesto (5) puede acilarse usando cloruro de acilo substituido
del compuesto 8) en la presencia de una base, tal como trietilamina o piridina.
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El grupo de proteccion, R*, en el compuesto intermedio (7), puede separarse bajo condiciones bien conocidas en la
técnica, tales como condiciones acidas o basicas. El compuesto intermedio amina resultante puede hacerse reac-
cionar con el compuesto (8) bajo condiciones de emparejamiento convencionales, incluyendo las previamente des-
critas en la preparacion del compuesto (7), para obtener un compuesto de Férmula (1). El técnico experto admitira
que existen procedimientos alternativos para preparar un compuesto de Férmula (1) a partir del compuesto desprote-
gido (7), incluyendo la reaccién con un cloruro de acido en la presencia de una base organica, tal como trietilamina,
o con un anhidrido en la presencia de un catalizador, tal como DMAP.

En una etapa opcional, puede formarse una sal aceptable farmacéuticamente de un compuesto de la Férmula (1),
mediante la reaccion de una bse libre apropiada de Férmula 1) con un acido aceptable farmacéuticamente apropiado
en un disolvente adecuado bajo condiciones convencionales. Adicionalmente, la formacién de dichas sales puede
producirse simultaneamente mediante desproteccion de un grupo de proteccion de nitrégeno. La formacion de di-
chas sales es bien conocida y apreciada en la técnica.

Preparaciones y Ejemplos

Las Preparaciones y Ejemplos siguientes ilustran adicionalmente la invencion y representan sintesis tipicas del com-
puesto de la invencion. Los reactivos y materiales de partida se encuentran facilmente disponibles o pueden ser
sintetizados facilmente por un experto normal en la técnica. Se sobrentiende que las Preparaciones y Ejemplos se
establecen a modo de ilustracion y no de limitacion, y que pueden ser hechas diversas modificaciones por un exper-
to normal en la técnica.

La configuracién R o S del compuesto de la invencion puede determinarse mediante técnicas convencionales tales
como analisis mediante rayos X y correlacion con tiempo de retencion en HPLC quiral. La denominacion de las Pre-
paraciones y Ejemplos siguientes se ha realizado generalmente usando la denominacion caracteristica de la IUPAC
en la MDL ACCELERYS® Draw version 4.1.

La LC-ES/MS se realizé sobre un sistema de cromatografia liquida AGILENT® HP1100. Las mediciones de espec-
trometria de masa por electrospray (captadas en modo positivo) se realizaron sobre un espectrometro de masas
cuadripolar Mass Selective Detector con interfaz al HPLC HP1100. Condiciones de la LS-MS (pH bajo): columna:
PHENOMENEX® GEMINI® NX C18 2,1 x 50 mm, 3,0 m; gradiente: 5-100% de B en 3 min, a continuacién, 100% de
B para 0,75 min; temperatura columna: 50°C +/- 10°C; velocidad de flujo: 1 ml/min; disolvente A: agua desionizada
con 0,1% de acido férmico; disolvente B: ACN con 0,1% de acido formico. Condiciones alternativas para la LC-MS
(pH bajo): columna: cofiumnas XTERRA® MS C18 2,1 x 50 mm, 3,5 um; gradiente 5% de disolvente A para 0,25
min, gradiente desde 5% hasta 100% de disolvente B en 3 min y 100% de disolvente B para 0,5 min o 10% a 100%
de disolvente B en 3 min y a 100% de disolvente B para 0,75 min; temperatura de columna: 50°C +/- 10°C; velocidad
de flujo: 1 ml/min; disolvente A: bicarbonato aménico 10 mM, pH 9; disolvente B: ACN; longitud de onda: 214 nm.

Todas las cromatografias de fase inversa preparativas se realizaron sobre un LC/MS AGILENT® 1200 equipado con
un espectrometro de masas Mass Selective Detector y un autosacamuestras/recogedor de fracciones LEAP®. Los
procedimientos a pH alto se llevaron a cabo sobre una columna de 5 y de tamafio de particula PHENOMENEX®
GEMINI® NX de 75 x 30 mm, con una proteccion de 10 x 20 mm. Velocidad de flujo de 85 ml/min. El eluyente era
bicarbonato amoénico 10 mM (pH 10) en acetonitrilo.

Se us6 un espectrometro de masas Waters ZQ y un detector de red de diodos 29998 para la captacion de datos de
masa y UV durante la cromatografia de fluidos en fase supercritica (SFC). El material que mostré la masa (ioniza-
cion por electrospray) y absorbancia UV correcta se recogio.

Preparacion 1
5-yodo-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-4-amina
NH>
N~ !

|
Awen

Agregar una solucién de monocloruro de yodo (4,14 g, 23,37 mmol) en DCM (20,1 ml) a un matraz conteniendo 6-
metil-2-trifluorometil-pirimidin-4-amina (4,14 g, 23,37 mmol) en MeOH (1,4 ml). Agitar la mezcla de temperatura am-
biente durante 48 horas. Una vez completada la reaccion, agregar solucion de sulfito sédico acuoso al 10% (200 ml).
Extraer la mezcla resultante con EtOAc (4 x 100 ml), secar la fase organica sobre Na;SOy, filtrar y concentrar bajo
vacio para obtener el compuesto del epigrafe bruto en forma de un sélido de color amarillo claro (7,0 g, 99%). Usar
el material sin purificacion adicional. LC-ES/MS m/z 303,8 (M+H).

F3C 3

Preparacion 2

4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-illetinil]piperidino-1-carboxilato de terc-butilo
11
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PN

Formar una suspension de 5-yodo-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-4-amina (2,05 g, 6,75 mmol), éster terc-butilico
del acido 4-etinil-piperidino-1-carboxilico (1,41 g, 6,75 mmol), cloruro de bis(trifenilfosfino)paladio(ll) (239 mg, 0,34
mmol) y yoduro de cobre(l) (130 mg, 0,68 mmol) en 10 ml de DMF en un vial de microondas de 20 ml y borbotear
nitrégeno a través de la suspension durante 5 minutos. Agregar trietilamina (1,88 ml, 13,5 ml) y continuar borbotean-
do nitré a través de la mezcla durante 5 minutos adicionales. Calentar la mezcla en un microondas a 100°C durante
60 minutos. Enfriar la mezcla a temperatura ambiente y verterla en NaCl acuoso saturado (500 ml). Extraer con
DCM, secar la capa organica sobre MgSOy, filtrar y concentrar bajo vacio. Purificar el residuo resultante mediante
cromatografia sobre gel de silice (5-35% EtOAc:hexanos durante 45 minutos). Concentrar las fracciones purificadas
hasta sequedad para obtener el compuesto del epigrafe (1,25 g, 48%) en forma de un soélido de color amarillo claro.
LC-ES/MS nv/z 385,2 (M+H).

-~
FaC” >N CH,

Preparacion 3
4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]piperidino-1-carboxilato de terc-butilo
Q

NH, NJ\O
O

~
F3C7 NT O CH,

Combinar 4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-illetinil]piperidino-1-carboxilato de terc-butilo (6,28 g,
16,34 mmol) y 6xido de platino(IV) ( 744 mg, 3,27 mmol) en EtOH (110 ml). Alternadamente vaciar y cargar el matraz
con hidrégeno bajo un balén de hidrégeno, llenar el sistema con hidréogeno y agitar a temperatura ambiente durante
18 horas. Filtrar la mezcla a través de tierra de diatomeas, lavar con EtOH (30 ml) caliente seguido de NH3
2M/MeOH (20 ml).Concentrar la soluciéon bajo presion reducida para obtener el compuesto del epigrafe (6,15 g,
97%) en forma de un sélido de color blanco. Usar sin purificacién adicional. LC-ES/MS nv/z 389,2 (M+H).

Preparacion 4

6-metil-5-[2-(4-piperidil)etil]-2-(trifluorometil)pirimidin-4-amina
NH, NH

N7~
P

Disolver 4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]piperidino-1-carboxilato de terc-butilo (6,07 g, 15,63
mmol) en DCM (25 ml) y agregar TFA (10 ml, 132,25 mmol). Agitar la soluciéon durante 4 horas a temperatura am-
biente. Concentrar la mezcla bajo presion reducida, disolver el residuo resultante en DCM (15 ml) y aplicar a una
columna de SCX (50 g), eluyendo con DCM (100 ml) MeOH (100 ml), y eluyendo el material deseado con NH3 2 M
/MeOH (100 ml). Evaporar las fracciones de amoniaco metandlico hasta sequedad, para obtener el compuesto del
epigrafe (4,4 g, 97%), en forma de un sdlido de color blanquecino. Usar sin purificacion adicional. LC-ES/MS m/z
289,2 (M+H).

FsC CH;,

Preparacion 5

Dihidrocloruro de 6-metil-5-[2-(4-piperidil)etil]-2-(trifluorometil )pirimidin-4-amina
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NH, NH

N~

|
QC/kN CH, 2 HCI

Agregar cloruro de acetilo (180,1 ml) en una corriente constante lenta a una solucion a 50°C de isopropanol (1,26
litros) y agitar a 50°C durante 30 minutos. Agregar en forma de porciones 4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluoro-
metil)pirimidin-5-ilJetil]piperidino-1-carboxilato de terc-butilo (180,1 g. 463,7 mmol) procedente de la Preparacion 3 y
continuar calentando durante 1,5 horas. Enfriar a temperatura ambiente y agregar dietil éter (3,6 litros). Recoger el
so6lido mediante filtracion y lavar con dietil éter (2 x 300 ml). Secar el sélido resultante en una estufa de vacio a 50°C
durante una noche, para obtener el compuesto del epigrafe (174,0 g, 98%) en forma de un polvo fluido de color
blanco. Usar sin purificacion adicional. LC-ES/MS nvz 289,2 (M+H).

Ejemplo 1
N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxietiljcarbamato de ferc-butilo

Q H
NH, N/lj/ero\ri

N2 CH; O

Ny

FsC” N” “CH,

Disolver 6-metil-5-[2-(4-piperidil)etil]-2-(trifluorometil)pirimidin-4-amina (3,9 g, 13,53 mmol) en DMF (20 ml); agregar
acido (2S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)propanoico (2,8 g, 14,88 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (7,46 g, 54,11 mmol),
hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (2,63 g, 13,53 mmol) y diisopropiletilamina (7,08 ml, 40,58
mmol). Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente durante una noche. Verter la mezcla de reaccion en
NaHCO3 acuoso saturado (500 ml) y extraer con DMC. Secar la fase organica sobre MgSOy, filtrar, concentrar bajo
vacio y purificar mediante cromatografia de gel de silice (10-75% de EtOAc:hexanos en 45 minutos) para obtener,
después de separacion del disolvente, el compuesto del epigrafe (4,66 g, 75%) en forma de una espuma de color
blanco. LC-ES/MS nvz 460,2 (M+H).

Procedimiento alternativo para el Ejemplo 1

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxietiljcarbamato de ferc-butilo

0
NH, N/lj/njro\F:

. CH, O

PR

FsC N CHs4

Agregar diisopropiletilamina (308,6 ml, 1770 mmol) a una suspension de dihidrocloruro de 6-metil-5-[2-(4-pipe-
ridil)etil]-2-(trifluorometil)pirimidin-4-amina (170 g, 442,4 mmol), acido (2S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)propanoico
(92,1 g, 486,6 mmol) en DCM (1,6 litros) para obtener una suspension de color amarillo palido. Enfriar a 0°C en un
bafio de hielo y agregar en forma de porciones hexafluorofosfato de (dimetilamino)-N,N-dimetil(3H)-[1,2,3]-
triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)metanimio (167,3 g, 442,4 mmol). Agitar la suspensién de color amarillo brillante a 0°C
durante 30 minutos y calentar a temperatura ambiente con agitacion durante 2 horas. Concentrar hasta cerca de 1
litro bajo presion reducida y diluir la mezcla de reaccion con EtOAc (1 litro) y separacion con NH4Cl acuoso saturado
(cerca de 500 ml); separar la capa organica y extraer nuevamente la capa acuosa con EtOAc (2 x 500 ml). Combinar
las fases organicas, lavar con NH4Cl acuoso saturado (4 x 400 ml), NaHCOs3; acuoso saturado (400 ml), agua (400
ml), NaCl acuoso saturado (400 ml). Secar sobre MgSQy, filtrar y concentrar bajo presion reducida, formando un
azeotropo con iso-hexanos (750 ml) para obtener el compuesto del epigrafe (237 g, 99%) en forma de una espuma
de color blanco, adecuada para uso sin purificacion adicional. LC-ES/MS m/z 460,32 (M+H). Analisis quiral (SFC
NibiGram®, MeOH al 15%/CO2/iso.propilamina al 0,2%, 5 ml/min, 10.000 kPa, 35°C, 220 mm) >98% ee.

Preparacion 6

(2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil )pirimidin-5-il]etil]-1-piperidiljpropan-1-ona
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NH,
NH, N

. CH,
Ny

Disolver N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]-1-piperidil]- 1-metil-2-oxietillcarbamato de
terc-butilo (4,66 g, 10,14 mmol) en DCM (150 ml) y agregar acido trifluoroacético (7,67 ml, 101,4 mmol). Agitar la
mezcla resultante a temperatura ambiente durante una noche. Concentrar el disolvente bajo vacio, reconstituir el
residuo en DCM (20 ml) y aplicar a una columna de SCX (50 g), eluyendo con 100 ml de DCM, 100 ml de MeOH, y
eluyendo el material deseado con NH3 2 M/MeOH (100 ml). Evaporar las fracciones de amoniaco metandlico hasta
sequedad para obtener el compuesto del epigrafe (3,58 g, 98%) en forma de una espuma de color blanco. Usar sin
purificacion adicional. LC-ES/MS m/z 360,2 (M+H).

F3C CH,

Ejemplo 2

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxoetil]-2-metil-pirazol-3-car-
boxamida

0
NH, N N’

N+

PR I

FsC” N7 “CH,

Disolver (2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]-1-piperidiljpropan-1-ona (560 mg,
1,56 mmol) en DCM (20 ml) conteniendo DMF (3 ml); agregar acido 1-metil-1H-pirazolo-5-carboxilico (216 mg, 1,71
mmol), 1-hidroxibenzotriazol (969 mg, 6,23 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (303
mg, 1,56 mmol) y diisopropiletilamina (1,36 ml, 7,8 mmol). Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente duran-
te una noche. Verter la mezcla de reaccion en NaHCO3; acuoso saturado (200 ml) y extraer con DCM. Secar la fase
organica son MgSQ, filtrar, concentrar bajo vacio y purificar mediante cromatografia de gel de silice (0-10% de
MeOH:DCM en 30 minutos) para obtener, después de separacion del disolvente, el compuesto del epigrafe (665 mg,
91%) en forma de una espuma de color blanco. LC-ES/MS n/z 468,0 (M+H).

Preparar los Ejemplos en la Tabla 1 a continuacion, siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el Ejemplo
2, usando (2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidillpropan-1-ona y el acido
carboxilico substituido apropiado.

Tabla 1
Ej. Estructura Nombre Rendimiento | ES/MS
m/z
No. (M+H)

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
1-metil-2-oxietil]-1-metil-pirazol-4- 58% 468,3
carboxamida

FaC

o N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
e G PN (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
4 Lol 1-metil-2-oxietil]-3-metil-1H-pirazol-4- 43% 468,3

i/ ‘ carboxamida
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Tabla 1 (Cont.)

Ej. Estructura Nombre Rendimiento | ES/MS
m/z
No. (M+H)
CHy N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
S ,N (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
5 NH, N ¢ 1-metil-2-oxietil]-1,3-dimetil-pirazol-4- 61% 482,3
N2 CHy G CHj carboxamida
|
Fsc)*N CHj
oy ,0>_ N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
" N&NW/CN’ CHs | (trifluorometil)pirimidin-5-iljetil]-1-piperidil]-
6 ’ & 8 1-metil-2-oxietil]-2-metil-oxazol-4- 10% 468,6
i’ | carboxamida
F2C” N7 “CH;,
CHs N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
oy N’S (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
7 NH NSNS 1-metil-2-oxietil]-2-metil-tiazol-4- 59% 484,6
2
N7 CH; O carboxamida
|
Fac)QN CHs
CHy N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
oy S’\<N (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
8 NH, N Nj('w 1-metil-2-oxietil]-2-metil-tiazol-5- 58% 485,0
N CHy O carboxamida
PNy
FsC” “N” “CHs
N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
9 1-metil-2-oxietilJtiadiazol-4-carboxamida 64% 471,6
(o B N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
NH N N | N7 (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
10 2 T 1-metil-2-oxietil]piridino-2-carboxamida 89% 465,2
NZ 8
Py
FsC7 N7 CH,
o = N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
NH N N I N (trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]-
11 2 i 1-metil-2-oxietil]piridino-3-carboxamida 62% 465,3
N7 s

s
FaC” N7 CH;
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Tabla 1 (Cont.)

Ej.

No.

Estructura

Nombre

Rendimiento

ES/MS m/z
(M+H)

12

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietilpiridacina-
3-carboxamida

1%

466,0

13

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietilpiridacina-
2-carboxamida

67%

466,2

14

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietil]-6-cloro-

piridacina-2-carboxamida

12%

500,3/502.3
(35CIP7Cl)

15

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietil]-3-cloro-

piridacina-2-carboxamida

49%

500,3/502.3
(35CIP7Cl)

16

Quiral

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietil]-4-metoxi-
benzamida

62%

494,2

17

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietil]-2-metoxi-
benzamida

74%

494,3

18

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-
(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-
piperidil]-1-metil-2-oxietil]-2-hidroxi-
acetamida

99%

418,2
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Procedimiento alternativo para el Ejemplo 2

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxoetil]-2-metil-pirazol-3-car-
boxamida

NH, N N’

N/

PR |

F3C7 SN “CH;

Agregar una corriente constante, lenta, de anhidrido ciclico del acido 1-propanofosfonico (410,6 ml, 683,9 mmol) a
una lechada de (2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]-1-piperidillpropan-1-ona
(168,0 g, 342,0 mmol), acido 1-metil-1H-pirazolo-5-carboxilico (64,7 g, 513,0 mmol) y diisopropiletilamina (244,5 ml,
1400 mmol) suspendida en DCM (1,5 litros) en un bafo de hielo, manteniendo la temperatura interna a 5-10°C. Ca-
lentar a temperatura ambiente con agitacion durante 2,5 horas. Concentrar hasta cerca de 500 ml bajo presion redu-
cida y diluir el residuo resultante con EtOAc (2 litros) y agua (1 litro); separa las capas, extraer la capa acuosa con
EtOAc (2 x 400 ml) y lavar las capas organicas combinadas con NH4Cl saturado (500 ml), NaHCO3; acuoso saturado
(1 litro), agua (500 ml), NaCl acuoso saturado (500 ml). Secar la capa organica sobre MgSQy, filtrar, evaporar bajo
presién reducida. Disolver el residuo resultante en acetato de isopropilo (180 ml), tratar con heptanos (1 litro) y ca-
lentar a 70°C durante 4 horas para desalojar un polvo blanco. Enfriar a temperatura ambiente, recoger los solidos
mediante filtracion, lavar con heptano:acetato de isopropilo 9:1 (100 ml) seguido de heptanos (2 x 100 ml). Secar en
estufa de vacio a 45°C durante una noche para obtener el compuesto del epigrafe en forma de un polvo de color
blanco. LC-ES/MS nvz 468,0 (M+H).

Ejemplo 19
N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxoetillacetamida

Q H

- A e

. CH; O
PNy
N~ CH

Preparar el compuesto del epigrafe (47,7 mg, 67%) siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el Ejemplo
1, usando (2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-cloro-2-(trifluorometil)pirimidin-5-ilJetil]-1-piperidiljpropan-1-ona (70 mg,
0,19 mmol), anhidrido acético (184,1 ul, 1,95 mmol) y DMAP (1,2 mg, 0,01 mmol) en DCM (3,9 ml, 0,05 M). LC-
ES/MS m/z 402,2 (M+H).

FsC 3

Ejemplo 20

N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxietiljcarbamato de metilo

NH, NJY N "CH,

N2 CH; O

PR I

FsC” “N” “CHj

Disolver (2S)-2-amino-1-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil]-1-piperidil]propan-1-ona (43,8 mg,
0,12 mmol) en DCM (3 ml) y agregar dicarbonato de dimetilo (22,0 pl, 182,8 umol) y piridina (30 pul, 365,6 umol).
Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente durante una noche, verter en NaCl acuoso saturado (100 ml) y
extraer con DCM (3 x 30 ml). Lavar las capas organicas combinadas con HCI 0,1 N (2 x 100 ml), agua (100 ml), NaCl
acuoso saturado (100 ml), secar sobre MgSOy, filtrar y concentrar bajo presion reducida para obtener el compuesto
del epigrafe en forma de un solido de color blanquecino (22 mg, 43%). LC-ES/MS nv/z 418,2 (M+H).

Ejemplo 21

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2715763 T3

Hidrocloruro de N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-illetil]-1-piperidil]- 1-metil-2-oxoetil]piridino-

2-carboxamida
ol
N p
NH, N )H/ N

N~=

s | HCI

F3C7 SN” > CH,

Disolver N-[(1S)-2-[4-[2-[4-amino-6-metil-2-(trifluorometil)pirimidin-5-ilJetil]- 1-piperidil]- 1-metil-2-oxoetil]piridino-2-car-

boxamida (69 mg, 0,15 mmol) en DCM (1 ml) y agregar HCI (1 M en dioxano, 500 ml). Agitar a temperatura ambiente
durante 10 minutos y, a continuacién, concentrar bajo vacio. Triturar el residuo resultante con DCM (1 ml) seguido
de Et;0 (2 ml). Filtrar y recoger el sélido de color amarillo resultante para obtener el compuesto del epigrafe (74 mg,
98%). LC-ES/MS m/z 465,2 (M+H).

Ensayos

La GOAT es la enzima principal que convierte la UAG en AG. Para revisiones del papel de la GOAT vy la grelina,
véase: Kristy M. Heppner y otros, The ghrelin O-acyltransferase-ghrelin system: a novel regulator of glucose metabo-
lism, Current Opinion in Endocrinology, Diabetes & Obesity, 2011, 18:50-55; Philip A. Cole y otros, Glucose and
Weight Control in Mice with a Designed Ghrelin OAciltrasnferase Inhibitor, Science, 2010, December 17; 330(6011):
1689-1692. doi:10.1126/science.1196154, Matthias H. Tschop y otros, Gastric O-acyl transferase activates hunger
signal to the brain, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008, April 29, 105(17): 6213-6214, y Jesus Gutierrez y otros, Ghrelin
octanoylation mediated by an orphan lipid transferase, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008, April 29, 105 (17): 6320-
6325.

El papel de la GOAT esta soportado por los fenotipos observados en ratones exentos del gen GAOT. En conse-
cuencia, la inhibicion de la GOAT es de esperar que disminuya la circulacion de la AG y aumente la circulacion de la
UAG. En consecuencia, la relacion de AG con respecto a la grelina total (UAG + AG) se reduce después del trata-
miento inhibidor de la GOAT.

Ensayo enzimatico de GAOT humana libre de célula in vitro

El gen de GOAT humana (Numero de Registro: NM-001100916) se subcloné al vector de expresion de baculovirus
pAN51. La cepa de baculovirus se preparé siguiendo el protocolo Bac-to-Bac proporcionado por el vendedor, Invitro-
gen, California, USA. Se agregaron cinco mililitros de cepa de baculovirus de GOAT humana a 500 ml de células Sf9
en medio HyQ SFX-Insect™ (HyClone, nimero de catdlogo SH30278.02) a una densidad de 1 x 10° células por
mililitro en un matraz Erlenmeyer de 2 litros. El matraz con gen de GAOT humana infectada con células Sf9 se colo-
c6 sobre un sacudidor de placas a 120 rpm a 28°C durante 48 horas. Después de 48 horas de incubacion, las célu-
las se centrifugaron a 1.000xg durante 10 minutos a 4°C. Los granulos de células se recogieron y almacenaron a -
80°C en un congelador hasta estar listas para su posterior procesado.

Preparacién de membrana microsomal de enzima de GOAT para el ensayo enzimatico

Se suspendié un gramo de granulos de células en 9 ml de tapén de homogeneizacion enfriado (Tris-HCI 50 mM,
sacarosa 250 mM, ajustado a pH 7,5 y filtrado de forma estéril a través de un filtro Millipore de 0,2 pm). La suspen-
sion de células se transfirid a un homogeneizador de vidrio Dounce. Los granulos de células se homogenizaron con
40 golpes sobre hielo. EI homogenato se centrifugé a 3.000 rpm en un rotor flotante Beckman a 4°C durante 10
minutos para separar las células no rotas. El sobrenadante se recogio y se centrifugd a 40.000xg durante 1 hora a
4°C. El granulo de membrana resultante se suspendié en el tampdén de homogeneizacion usando un homegeneiza-
dor de vidrio Dounce y se almacend a -20°C en el congelador para el ensayo. Para el almacenaje a largo plazo de la
preparacion de membrana de enzima de GOAT humana, la membrana suspendida se almacend en un congelador a
-80°C.

Preparacion del ensayo enzimatico de GOAT humana

Preparar los compuestos de ensayo en DMSO para obtener una soluciéon madre de 0,2 mM. Diluir de manera seria-
da la solucién madre en DMSO para obtener una curva de dilucién de diez puntos con una concentracién del com-
puesto final dentro del intervalo de desde 10 uM hasta 0,5 nM en una placa de fondo redondo de 96 pocillos. Prepa-
rar la enzima y las soluciones substrato en tampo6n de ensayo (TWEEN-20 al 0,02% en Tris 50 mM, pH 7,5/sacarosa
250 mM/1 mg/ml de BSA /EDTA 10 mM). Agregar el compuesto diluido (1 ul) a cada pocillo de la fila A a N de una
placa de 384 pocillos de union baja en proteina correspondiente. Agregar mezcla de substrato de GOAT humana (10
pl), consistente en desacil-grelina-biotina humana (CPC Scientific Inc., 6,0 yM final), octanoil-coenzima A (CoA)
(Sigma, 60 p final) y un anticuerpo especifico de la AG (Patente WO 2006/091381) (1,0 ug/ml final), a los compues-
tos. Agregar preparacion de enzima de GOAT-His(sf9, que ha sido preparada en tampdn de ensayo (9 pl), a cada
pocillo de la placa que contiene el substrato y los compuestos de ensayo dando como resultado una concentracion
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final de 0,01 pg/ml para iniciar la reaccion. Incubar la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente sobre un osci-
lador rotatorio suavemente. Agregar hidrocloruro de guanidina 4 M (20 pl) a todos los pocillos, mezclar e incubar
durante 3 horas para parar la reaccion.

Preparar placas ELISA (STREPTAVIDIN SPECTRAPLATE™ 384, Perkin Elmer) mediante bloqueo con FBS térmi-
camente inactivado al 2% en tampdn de bloqueo PBS (40 pl) (Invitrogen) durante 3 horas. Aspirar el tampén de
bloqueo procedente de la placa ELISA y agregar tampén de bloqueo (23 pl) a las columnas 1-24, filas A-N. Reservar
las filas O y P para la curva patrén de acilgrelina. Agregar la mezcla de reaccion (2 pl) a las placas ELISA. Preparar
una curva patrén de 10 puntos (octanoil-grelina marcada con biotina) mediante dilucién en serie 2X en tampon de
bloqueo conteniendo hidrocloruro de guanidina 0,2 M partiendo de 2,5 pM. Incubar la mezcla de reaccion o el patron
de AG marcado con biotina en la placa ELISA durante una noche a 4°C. Al dia siguiente, lavar la placa 3x con tam-
pon de lavado (TWEEN™-20 al 0,1%/PBS, 100 ul por pocillo en cada ciclo de lavado). Agregar anticuerpo especifico
de AG (Patente WO 2006/091381) (25 pl de 0,5 ug/ml en tampdn de bloqueo) a cada pocillo e incubar a temperatura
ambiente durante 1 hora. Lavar la placa 3x con un tampon de lavado, de manera similar a la etapa anterior. Agregar
proteina G-HRP (25 pl) (Southern Biotech), diluir 3.000x en tampdn de bloqueo e incubar durante 1 hora a tempera-
tura ambiente. Lavar el Ultimo 3x con tampdn de lavado, como en las etapas anteriores. Agregar reactivo TMB (25
pl) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.) a cada pocillo y dejar desarrollar durante 20 minutos y parar con acido
fosforico 1 M (25 pl por pocillo). Leer las placas a 450 nm usando un lector de placas ENVISION® Multilabel. Los
niveles de AG se calcularon frente a una curva patrén ajustada y se calcularon los por cientos de inhibicion. La curva
de inhibicion de 10 puntos se representd y ajusté con la ecuacion logistica de cuatro parametros para obtener los
valores ICsp usando la ACTIVITYBASE® (ver. 7.3.2.1).

Siguiendo un protocolo esencialmente tal como se ha descrito anteriormente, la totalidad de los compuestos de los
Ejemplos de la presente invencion se ensayaron y mostraron una ICsq para el ensayo enzimatico de la GAOT huma-
na libre de célula in vitro menor de 1 uM. Los compuestos ejemplificados siguientes de la invencion se ensayaron
esencialmente tal como se ha descrito anteriormente y mostraron la actividad siguiente tal como se ilustra en la
Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2

Ej No. IC20 (NM)

2 | 69506 (n=2)

15 55,7 (n=1)
17 420 (n=1)
18 276 (n=1)
20 615 (n=1)

Los datos en la Tabla 2 demuestran que los compuestos de la Tabla 2 inhiben la actividad de la enzima de la GOAT
purificada in vitro.

La comparacion del cambio en la relacion de AG con respecto a la grelina total en el grupo tratado con compuesto y
el del grupo tratado con vehiculo refleja el grado de inhibicion de la enzima de la GOAT in vivo, debido al procesa-
miento dinamico de UAG a AG por la enzima de la GOAT. En los estudios farmacodinamicos in vivo en la presente
invencion, los indices de AG y UAG en plasma y estdmago en los grupos tratados con vehiculo y compuesto se
midieron mediante ELISA especificamente a estos dos analitos. El indice de grelina total de cada muestra se compu-
té como la suma de AG y UAG mediante estas mediciones ELISA. La relacién de AG con respecto a la grelina total
se definid por el indice de AG en cada muestra dividido por el indice de grelina total en la misma muestra. Los indi-
ces de AG, UAG y la relacion de AG con respecto a la grelina total en el grupo tratado con vehiculo se computé y fijé
como 100%. A continuacion, se computé el cambio relativo de estos parametros en el grupo tratado con compuesto
para determinar la eficacia del compuesto de ensayo.

Estudio de ensayo de 3 dias dependiente de la dosis in vivo para el inhibidor E de la GOAT

Animales y tratamiento

Comprar ratones C57BL/6 macho de Harlan (Indianapolis, IN) de 9 semanas de edad. Alojar los ratones individual-
mente en una instalacion con temperatura controlada (24°C) con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas (luces encendi-
das 2200 h), y dejar acceso libre a alimento para roedores convencional (dieta 2014, Harlan) y agua. Tipicamente,
usar los ratones cuando tengan 10-13 semanas de edad en el momento del estudio. El dia 0 del experimento, distri-
buir aleatoriamente los ratones dentro de los grupos de tratamiento (N=7/grupo) de manera que cada grupo tenga
pesos corporales medios similares. El dia 1 y el dia 2, tratar los animales con vehiculo (hidroxietilecelulosa al 1%,
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TWEEN™ 80 al 0,25%, antiespuma al 0,05%) o compuesto de ensayo preparado en el vehiculo como suspension a
varias dosificaciones para alimentacion oral por sonda a las 7 am y 7 pm. El dia 3, dejar en ayunas a los animales,
trasladarlos dentro de jaulas limpias y dosificarlos con el vehiculo o con el compuesto de ensayo nuevamente a las 8
am mediante alimentacién oral por sonda. El mismo dia a las 1 pm, sacrificar los animales por decapitacién para
recoger la sangre. Para detalles de la recogida de sangre y tratamientos del plasma, véase secciones mas delante
de Recogida de sangre y Extraccion de grelina a partir de plasma.

Recogida de sangre

Recoger aproximadamente 600 pl de sangre en un tubo EDTA previamente pesado conteniendo 600 pl (definido
como Veonservante) de conservante recién preparado (PEFABLOC® 4 mM [hidrocloruro de fluoruro de 4-(2-
aminoetil)bencenosulfonilo], NaCl 72 mM, NaF 58 mM, acido clorhidrico 0,032 N, pH 3,0) y mezclar inmediatamente.
Pesar nuevamente el tubo y mantenerlo sobre hielo. Para determinar con precision el volumen de sangre exacto de
cada muestra usando este procedimiento de recogida de sangre, el peso de la sangre de cada ratén se computé
usando la ecuacion siguiente:

Peso de la sangre = (Peso del tubo que contiene la sangre + conservante) — (Peso del tubo que contienen el conser-
vante)

Volumen de la sangre (Vsangre) = (Peso de la sangre) / 1,06
Nota, la densidad de la sangre de roedores se supone que es de 1,06 g/ml.

Dentro de los 15 minutos después de la recogida de la sangre, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C du-
rante 8 minutos. Separar el plasma (650 pl) a un tubo que vidrio de 5 ml conteniendo acido clorhidrico 1 N (65 pl),
mezclar y mantener sobre hielo.

Extraccion de grelina mediante columna SEP-PAK®

Se extrajeron la AG y UAG procedentes del plasma usando una columna SEP-PAK®_Cis para separar interferen-
cias antes de realizar la ELISA. La extraccion en fase sdlida de los péptidos de AG y UAG mediante columnas SEP-
PAK®_C+g puede realizarse sobre un distribuidor de vacio (Waters Corp.) o usando una bomba peristaltica. El pro-
cedimiento de extraccion mediante la columna SEP-PAK® de la muestra se aplicd de manera independiente a la
muestra de plasma obtenida a partir de cada raton individual. El protocolo de extraccién general es tal como se des-
cribe a continuacion.

Todas las soluciones usadas para el protocolo completo de la extraccién mediante la columna SEP-PAK® debe
hacerse bajo condicién de enfriada en hielo. Mojar las columnas SEP-PAK® (WAT054960, Waters Corp., Milford
MA) con ACN al 99,9%/TFA al 0,1% (1 ml de solucion de 100 ml de ACN/0,1 ml de TFA)). Aplicar presion para ajus-
tar la velocidad de flujo a aproximadamente 1 ml/min para separar el liquido del lecho de la columna, pero no dejar
que la columna se seque en ningun punto. Una vez separado el liquido de la columna, parar la presion. Equilibrar las
columnas con ACN al 3%/TFA al 1% (1 ml de 97 ml de agua, 3 ml de ACN, 0,1 ml de TFA). Aplicar presiéon para
ajustar la velocidad de flujo a aproximadamente 1 ml/min para separar el liquido del lecho de la columna, pero no
dejar que la columna se seque. Diluir aproximadamente 650 pl de plasma acidificado (definido como Vpiasma agregado a ia
coumna) @ 1,4 ml de TFA al 0,1% enfriado en hielo. Cargar todo el plasma acidificado diluido procedente de la etapa
previa sobre las columnas. Aplicar presion para ajustar la velocidad de flujo a aproximadamente 0,5 ml/min para
permitir que la muestra pase a través de la columna y que los péptidos de grelina se absorban sobre la resina de la
columna. No dejar que la columna se seque. Lavar con ACN al 3%/TFA al 0,1% (0,9 ml de 97 ml de agua, 3 ml de
ACN, 0,1 ml de TFA). Aplicar presion para ajustar la velocidad de flujo a aproximadamente 1 ml/min para separar el
liquido del lecho de la columna, pero no dejar que la columna se seque. Repetir el lavado dos veces mas. Eluir con
ACN al 60%/TFA al 0,1% (1 ml de 40 ml de agua, 60 ml de ACN, 0,1 ml de TFA). Poner un tubo de recogida debajo
de cada columna, aplicar presion para ajustar la velocidad de flujo a aproximadamente 0,5 ml/min, para empujar el
liquido a pasar a través de la columna y recoger el eluyente dentro del tubo de recogida. Congelar las muestras
sobre hielo seco inmediatamente. Liofilizar las muestras en un acelerador de vacio (Model# SC110A, Savant) y
almacenar a -20°C hasta que se realice el ensayo ELISA.

Ensayo ELISA para grelina

Recubrir placas MULTI-ARRAY® MSD® de 96 pocillos (Meso Scale Discovery, Gaithersberg, MD, Catalog
#L15XA.3) con 100 yl de 1 pg/ml de un anticuerpo (Patentes WO 2005/026211 y WO 2006/019577) que reconoce el
dominio intermedio tanto de las formas acilo como no acilada de la grelina en PBS (Invitrogen). Golpear los lados de
la placa para asegurar la cobertura de los pocillos, sellar con adhesivo el cierre de la placa, e incubar durante una
noche a temperatura ambiente. Descartar los contenidos y agregar BLOCKER® Casein en PBS (25 pl) (Thermo
Scientific, Rockford, IL Catalog #37528) a cada pocillo. Volver a sellar las placas y colocarlas sobre un sacudidor de
placa a temperatura ambiente durante 1 hora.

Reconstituir las muestras de plasma preservadas liofilizadas procedentes de la extraccion en la columna SEP-PAK®
C1s en BLOCKER® Casein en PBS (400 pl de cada muestra, este volumen se defini6 como Vieconstitucion), mezclar
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bien con un mezclador batidor e incubar sobre hielo durante 45-60 minutos. Descartar los contenidos de las placas y
agregar las muestras de plasma reconstituido a 25 pl a cada pocillo. Preparar curvas patron de acilgrelina y grelina
no acilada empezando por 8000 pg/ml y realizando diluciones 1:4 en serie para 8 concentraciones totales. Agregar
los patrones preparados por duplicado a las placas bloqueadas con 25 ul en cada pocillo. Sellar las placas e incubar-
las a temperatura ambiente sobre un sacudidor de placa durante 2 horas.

Descartar los contenidos de la placa y lavarla tres veces con PBS incluyendo TWEEN™ 20 al 0,1% (150 ul) (PBS-
T).El anticuerpo especifico de acilgrelina (Patente WO 2006/091381) o el anticuerpo de grelina no acilada (Patente
WO 2006/055347) marcados con MSD® SULFO-TAG™ (Meso Scale Discovery) se diluyeron a 0,05 ug/ml en 0,2 x
BLOCKER Casein conteniendo TWEEN™ 20 al 0,05%, denominada solucion de anticuerpo secundaria. Separar el
lavado final y agregar solucion de anticuerpo secundaria (25 ul a cada pocillo) el cual reconoce especificamente la
AG o UAG. Las placas se volvieron a sellar y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente sobre un sacudi-
dor de placa antes de lavarlas finalmente 3x nuevamente con PBS-T (150 pl/pocillo).

Descartar el lavado final y reemplazar con 1x MSD® Read Buffer (150 ul/pocillo). Leer la sefial electroluminiscente
generada por la activacion del marcador MSD® SULFO-TAG™ unido a los electrodos sobre las placas usando el
analizador MSD® SECTOR® Imager 6000 (Meso Scale Discovery). Calcular las concentraciones de acilgrelina o
grelina no acilada en base a las respectivas curvas patréon generadas por el software MSD®. Determinar la concen-
tracion de plasma real para cada muestra multiplicando el indice de acilgrelina o de grelina no acilada medido por un
factor de dilucion. El factor de dilucién para cada muestra de plasma se computé mediante la ecuacion siguiente.

Vsangre + Vconservante Vreconstitucién

Factor de dilucién = ( X (
Vsangre Vplasma cargado a la columna

Resultados:

La administracion del compuesto del Ejemplo 2 para 3 dias disminuye la AG en plasma AG en 40%, 60%, 56%,
63%, y 63% e incrementa la UAG en 2,10, 2,22, 3,57, 3,49 y 3,78 veces, respectivamente a 0,1, 0,3, 1, 3y 10 mg/kg
(resultados tabulados mas abajo). La administracion a 0,1, 0,3, 1, 3, y 10 mg/kg da como resultado una reduccion
del 57, 62, 79, 82 y 82% respectivamente en la relacion de AG a grelina total, cuando se compara con los animales
de control tratados con vehiculo.

Tabla 3
Tratamiento | AG (% de control) | UAG (% de control con vehiculo) | AG/grelina total (% de control con vehiculo)

Vehiculo 100 (n=7) 100 (n=7) 100 (n=7)
0,1 mg/kg 60 + 8 (n=7) 210 £ 43 (n=7) 43 £ 3 (n=7)
0,3 mg/kg 40 £ 10 (n=7) 222 + 54 (n=7) 28 £ 1 (n=7)

1 mg/kg 44 + 6 (n=14) 357 £ 30 (n=14) 21 +1 (n=14)

3 mg/kg 37 £ 9,6 (n=14) 349 £ 41 (n=14) 18 £ 5 (n=14)

10 mg/kg 37 +£9,9 (n=7) 378 £ 59 (n=7) 18 £ 3 (n=7)

Los resultados demuestran que el compuesto del Ejemplo 2 suprime la produccién de AG y eleva la UAG en circula-
cién, tal como se muestra en el ratén con GOAT inactivado, in vivo.
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REIVINDICACIONES

H
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F5C” N7 “CH,

1. Un compuesto de férmula

en la que R esta seleccionado entre alquilo de -C4-C3 opcionalmente substituido con -OH; alquilo de -OC+-Cy; pirazo-
lilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcio-
nalmente substituido una o dos veces con -CHjs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en el que cada uno de ellos puede
estar opcionalmente substituido con -ClI; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs3; o una sal aceptable farma-
céuticamente del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R esta seleccionado entre -CH3 opcionalmente substituido con -OH;
-OCHj3; o -OC(CHj3)s; pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de
ellos puede estar opcionalmente substituido una o dos veces con -CHs; piridinilo, piridacinilo, o piracinilo, en el que
cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido con -Cl; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHs; o
una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

3. El compuesto de las reivindicaciones 1 6 2, en el que R esta seleccionado entre pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, o
tiadiazolilo, en el que pirazolilo, oxazolilo, o tiazolilo cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido una o
dos veces con -CHg; piridinilo o piracinilo, en el que cada uno de ellos puede estar opcionalmente substituido con -
Cl; y fenilo opcionalmente substituido con -OCHj3; o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

4. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la configuracién del atomo de carbono con el

substituyente metilo es (S):
o H
N R
W N

N7 CH; O
F3C” SN” > CHs

o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

5. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 de férmula

NH,
N7~

i

F3C” >N CHy

0 una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 de férmula

N
NH, N
CH; O
N e
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o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

7. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 de férmula

H | “N

N .

NH, N N

N ’d
FsC N CHs
8. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una
sal aceptable farmacéuticamente del mismo, con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes aceptables farma-
céuticamente.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 8, en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos.

10. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en terapia.

11. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en reduccioén de la ganancia de peso.

12. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en reduccion de la recuperacion de peso.

13. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en el tratamiento de la obesidad.

14. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo, para uso en el tratamiento de la diabetes de tipo 2.
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