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NOTA SOBRE PUNTUACION Y ABREVIATURAS

En esta memoria se ha usado el sistema de numeracion inglesa, simplificando asi
la publicacion de los resustados en revistas internacionales que requieren uso de
numeracion inglesa. Asi, las cifras decimales se indican con punto en lugar de con
coma, habiendo sido aceptado este sistema por la Real Academia Espafiola de la
Lengua, como se recoge en el Diccionario Panhispanico de Dudas, desde su primera
edicién en octubre de 2005.

Hay terminologia cientifico-técnica que frecuentemente se utiliza de forma
abreviada, pero para la cual en la version en espafiol no existe o no se utiliza una

abreviatura; en estos casos se ha utilizado la abreviatura inglesa.
NOTA SOBRE NOMENCLATURA

A lo largo de esta Memoria se han utilizado las abreviaturas y acronimos comunes
en quimica organica siguiendo las recomendaciones de ‘“Guidelines for Authors”
revisadas en el Journal of Medicinal Chemistry, en mayo 2015 (disponible en:
http://pubs.acs.paragonplus/submission/jmcmar/jmcmar_abbreviations.pdf). Consultado

el 26 de octubre de 2015), empleandose concretamente los indicados a continuacion.

La nomenclatura y simbolos de aminoacidos empledos han sido los recomendados
por la Comision de Nomenclatura de Bioguimica (JCBN) de la IUPAC-IUB
(“Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides”, Pure & Appl. Chem.
1994, 56,595-674.


http://pubs.acs.paragonplus/submission/jmcmar/jmcmar_abbreviations.pdf

ABREVIATURAS

A

ac.

ACN
ADMET
ADN
ADPR

AMP

anh
ARN
ATP
AUC
BCG
c.c.f

CAR

CFUs

CLND

cm

Cmax
comp.
conc.
BC-RMN
cuant.

CYP3A4

amstrong(s)

acuoso

acetonitrilo

absorcion, distribucion, metabolismo, excreccién y toxicidad
acido desoxiribonucleico

adenosina 5”-difosfato ribosa

(del inglés: artificial membrane permeability) = permeabilidad artificial de
membrana

anhidro

acido ribonucleico

adenosina 5" -trifosfato

(del inglés: area under curve) = area bajo la curva
bacillus Calmette—Guérin

cromatografia de capa fina

(del inglés: constitutive androstane receptor) = receptor androstano
constitutivo

(del inglés: colony forming units ) = unidades formadoras de colonias

(del inglés: chemiluminescent nitrogen detection) = deteccién de
nitrégeno por quimioluminiscencia

centimetro(s)

concentracion maxima

compuesto

concentrado

resonancia magnética nuclear de carbono
cuantitativo

citrocromos 3A4



DCM
DdCoA

Ddn

DDW

DMF
DMSO-ds

DNAUC

DOTS

ED99

EMB

eq.
EtOH

FAS

FAD

HB

HMBC

HSQC

HPLC

diclorometano
dodecenoil coenzima A

(del inglés: deazaflavine nitroreductase dependent) = nitroreductasa
dependiente de deazaflavina

(del inglés: diseases of the developing world) = enfermedades de paises en
vias de desarrollo

dimetilformamida
dimetilsulfoxido deuterado

(del inglés: dosed normalized area under curve) = &rea normalizada bajo la
curva

(del inglés: directly observed therapy short-course) = tratamiento
directamente observado de corta duracion

(del inglés: eficacious dose) = dosis efectiva 99

etambutol

equivalentes

etanol

biodisponibilidad

(del inglés: fatty acid synthesis) = sintesis de acidos grasos

(del inglés: food and drug administration) = agencia del medicamento y
alimentacion

gramo(s)
hora(s)
(del inglés: hydrogen bond) = Enlace de hidrégeno

(del inglés: heteronuclear multibond correlation) = correlacion
heteronuclear a maltiples enlaces

(del inglés: heteronuclear single quantum correlation) = correlacién
heteronuclear de cuanto sencillo

(del inglés: High Performance Liquid Chromatography) = Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién



hPXR
'H-RMN
HSA

HTS

Hz
1C50
1C95%
IL-1
INH
IPA

J

Kg

Ki

LTBI

MDR
MeOH
MHz
MIC
mL
mmol
MoA

Mtb

NAD

(del inglés: human pregnane X receptor) = receptor humano X pregnano
resonancia magnética nuclear de proton
(del inglés: human serum albumine) = albimina de suero humano

(del inglés: high throughput screening) = campafa de cribado de alta
densidad

hercio(s)

concentration inhibitoria 50
intervalo de confianza 95%
interleucina-1

isoniazida

isopropanol

constante de acoplamiento
kilogramo(s)

constante de inhibicion

(del inglés: latent tuberculosis infection) = infeccion latente de
tuberculosis

(del inglés: multidrug resistant) = multirresistente
metanol

megahercio(s)

concentracon minima inhibitoria

mililitro(s)

milimole(s)

(del inglés: mode of action) = modo de accién
Mycobacterium tuberculosis

concentracion normal

(del inglés: nicotinamide adenine dinucleotide) = nicotinamida-adenin-
dinucleotido



NADH

nM
OMS
PAS
ppm
PZA
RIF
Rto.
SAR
sat.
SIDA
SM
B
THF
Tmax
TMS
tol
TPSA
ug
VCD

VIH

XDR

(del inglés: nicotinamide adenine dinucleotide reduced) = nicotinamida-
adenin-dinucledétido reducido

concentracion nanomolar

organizacion mundial de la salud

acido p-aminosalicilico

partes por millon

pirazinamida

rifampicina

rendimiento

(del iglés: structure activity relationship) = relacion estructura actividad
saturada

sindrome de inmunodeficiencia adquirida

estreptomicina

tuberculosis

tetrahidrofurano

tiempo al que se alcanza la concentracion maxima

trimetilsilil

tolueno

(del iglés: total polar surface area) = area total de la superficie polar
Microgramo(s)

(del inglés: vibrational circular dichroism) = dicroismo circular
vibracional

virus de la inmunodeficiencia humana

(del inglés: extensively drug resistant) = ampliamente resistente
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1. INTRODUCCION
1.1. TUBERCULOSIS: DEFINICION Y ANTECEDENTES HISTORICOS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente a los

pulmones, pero puede propagarse a otros 6rganos.

La especie de bacteria mas importante y
representativa causante de la tuberculosis es
Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch,
perteneciente al complejo  Mycobacterium

tuberculosis (Fig. 1).

En la actualidad sigue siendo la principal

causa de mortalidad entre las enfermedades

infecciosas, después del VIH 'y, segun
estimaciones de la Organizacion Mundial de la

. ) » Figura 1. Mycobacterium tuberculosis.
Salud (OMS), casi un tercio de la poblacion

mundial, esta infectada por la bacteria’.

Es importante destacar que no todas las personas infectadas por la micobacteria
desarrollan tuberculosis, sino que pueden generar dos tipos de infeccién: la infeccidn
latente de tuberculosis (LTBI) y la tuberculosis activa. La infeccion latente de
tuberculosis es asintdmatica y las personas infectadas no son infecciosas aunque pueden
desarrollar en un futuro tuberculosis activa. Alrededor del 10% de los pacientes con
infeccion latente desarrollara tuberculosis activa en algin momento de sus vidas siendo
el riesgo considerablemente mayor en los primeros dos afios de infeccion y para las
personas que tienen sistemas inmunoldgicos deprimidos, por ejemplo, los infectados
con el VIH. Las personas con tuberculosis activa experimentan sintomas como tos,
fiebre y pérdida de peso y necesitan tratamiento para su curacién, ademas son
infecciosas pudiendo contagiar la tuberculosis a los demé&s. La tuberculosis es una
enfermedad grave y puede llevar a la muerte si no se la trata”.

Desde el punto de vista historico, existen evidencias de infeccion de tuberculosis
en momias del antiguo Egipto (mal de Pott), sin embargo epidemiolégicamente se
convirtio en un problema grave durante los siglos XVIII-XIX, debido a distintos
factores socio-economicos. El hacinamiento en los medios urbanos, asociado con la

Revolucion Industrial, generd circunstancias epidemiol6gicas que favorecieron su

1


http://es.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo_de_Koch
http://es.wikipedia.org/wiki/Complejo_Mycobacterium_tuberculosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Complejo_Mycobacterium_tuberculosis
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propagacion. La tuberculosis fue definida como entidad clinica con el término de
“tuberculosis” en 1830 y el bacilo fue identificado por Koch en 1882. Durante el siglo
XX, se produjo en Europa un declive “natural” de la enfermedad, seguramente debido a
la mejora de las condiciones socio-econdmicas, con una disminucion de casos de un 5-
10% anual y a partir del descubrimiento de la estreptomicina en 1946, este declive se
hizo mas patente, con disminucion de un 12-20% anual. Sin embargo desde el afio 1985

hubo un rebrote significativo de casos, coincidiendo con la epidemia de SIDA®.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

En la actualidad la tuberculosis continGa siendo un problema grave de salud a
nivel mundial. Aunque el nimero de nuevos casos de TB se ha reducido a nivel mundial
durante el dltimo decenio cayendo un 2% por afio, se estim6 que habia 9 millones de
nuevos casos de tuberculosis en 2013 (Fig. 2) y 1.5 millones de muertes causadas por la
enfermedad, de los cuales 400.000 fueron casos de personas coinfectadas con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH). Ademas se sitia como una de las principales
causas de muerte entre las mujeres, con 330.000 muertes en mujeres VIH-negativas y
180.000 VIH-positivas.

] NL 13
e® - \H A
I, )
[ 125-299 MJ &l
[ 300-499 Py cf
Estimacién de nuevos casos [l =500
de turculosis por cada 1 sindato
100000 habitantes [ No aplica

Figura 2. Estimacion de la tasa de incidencia de nuevos casos de TB, 2013 (Informe mundial anual de
la OMS, Tuberculosis 2014)".
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En relacién a la tuberculosis resistente se registraron a nivel mundial 480.000
nuevos casos de tuberculosis multirresistente (TB-MDR) en 2013 y 210.000 muertes
causadas por TB-MDR, suponiendo una tasa de mortalidad del 44%. Si bien, se estima
en promedio que el 9,0% de los pacientes que reporté TB-MDR presentaba tuberculosis

ampliamente resistente (TB-XDR).

Mientras que en los paises industrializados, con buenos sistemas publicos de
asistencia sanitaria se puede esperar que la tuberculosis se mantenga bajo control, en la
mayoria de los paises en vias de desarrollo se presenta como un grave problema. Prueba
de ello es que la mayoria de los casos detectados tuvieron lugar en Asia (58%) y Africa
(27%), un menor nimero de casos tuvo lugar en la Regién del Mediterraneo Oriental
(8%), en Europa (4%) y en América (3%). A pesar de ello la tasa de mortalidad ha
disminuido un 45% desde 1990 y el mundo estd en camino de lograr el objetivo de

desarrollo global de un 50% de reduccion para el afio 2015,

1.3. TRANSMISION Y PATOGENESIS

M. tuberculosis se transporta
por el aire soportada en mindsculas

gotitas (aerosoles) de 1-5 micras de

didmetro. Estas particulas infectadas

con la micobacteria se generan , : :
Figura 3. La tuberculosis se contagia

cuando las personas que presentan la fundamentalmente, por via aérea a través de las
secrecciones que la persona infectada expulsa al
enfermedad en su forma activa tosen, toser, estornudar, hablar o reirse.

gritan o estornudan (Fig. 3).

M. tuberculosis se transmite por el aire, no por contacto entre superficies y
dependiendo de las condiciones medioambientales, esas gotas pueden permanecer
suspendidas en el aire durante varias horas. La transmision tiene lugar cuando una
persona inhala las particulas infectadas, que a través de la boca o de las fosas nasales,
alcanzan el tracto respiratorio y los bronquios llegando a los alvéolos pulmonares.
Existen cuatro factores clave que controlan la transmision de M. tuberculosis: la
exposicion, la susceptibilidad de la persona expuesta, el nivel de infeccion de la persona

infectada y los factores medioambientales”.



INTRODUCCION

Cuando M. tuberculosis consigue llegar al alvéolo pulmonar, se produce una
ligera reaccion inflamatoria y en respuesta, los macrofagos alveolares acuden al lugar de
la infeccion e ingieren los bacilos para ser luego transportados hacia el sistema de
drenaje linfatico. La capacidad de estos macrofagos para erradicar por si solos al bacilo
tuberculoso en estas primeras etapas parece ser muy escasa, quiza porque su funcion se
ve interferida por las sustancias liberadas por M. tuberculosis, de modo que los bacilos
siguen dividiendose a pesar de la accion macrofagica durante unas semanas, hasta que la
interleucina 1 (IL-1) fabricada por el macrofago favorece que los linfocitos T
reconozcan los antigenos bacilares procesados por los macrofagos. Cuando estos
linfocitos T encuentran el complejo macréfago-antigeno, son activados produciéndose
una expansion clonal de linfocitos T que producen citoquinas, activando y atrayendo
mas macrofagos al sitio de la infeccion para constituir un granuloma. Estos granulomas
estan constituidos por macrdfagos transformados en celulas epitelioides, que tienen una
mayor capacidad microbicida y por células gigantes multinucleares tipo Langhans, que
son macrdfagos cuyos nucleos se disponen periféricamente rodeando al antigeno
tuberculoso. Las células epitelioides segregan una sustancia estimuladora de los
fibroblastos que produce coladgeno y contribuye a limitar la periferia del granuloma
mediante un éarea de fibrosis. Cuando los linfocitos T activados alcanzan un cierto
namero, los macréfagos comienzan a producir una gran cantidad de enzimas liticas con
capacidad bactericida y capaz de producir necrosis celular, caracteristica del granuloma
tuberculoso (Fig. 4). La necrosis se refiere a células muertas que, bajo el microscopio
aparecen como una masa de escombros sin forma, sin presentar ndcleos. Un término
relacionado, "caseificacion" se refiere a una forma de necrosis que, a simple vista,
parece similar al queso (“caseosa™), y por lo general una caracteristica de los
granulomas de la tuberculosis. La identificacion de la necrosis en los granulomas es
importante porque los granulomas con necrosis suelen tener causas infecciosas. Hay
varias excepciones a esta regla general, pero no deja de ser Gtil para el dia a dia de los

diagnosticos.
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Figura 4. Patogénesis de M. tuberculosis®.

En la mayoria de los individuos inmunocompetentes (90%) la respuesta
inmunitaria frena la infeccion limitandola al foco primario de la invasion, el parénquima
pulmonar y los ganglios linfaticos locales que drenan (“complejo de Ghon™). En el 10%
restante de los individuos inmunocompetentes, la infeccion no es contenida por el
sistema inmunitario y la replicacion de los bacilos continta (tiempo de duplicacion de
25 a 32 h). En estos casos aparecen los sintomas de la enfermedad y la patologia
asociada, incluyendo necrosis de los tejidos y la cavitacion. En la mayoria de estos
casos (95%), los pacientes responden al tratamiento con antibi6ticos alcanzando la

curacion clinica®.

Puede ocurrir que antes del desarrollo de la respuesta inmunitaria celular se
produzca una diseminacion via sistema linfatico-circulatorio dando lugar a siembra de
bacilos en diversos tejidos: zonas apicales de pulmén, vértebras, epifisis de huesos
largos etc. y a lesiones secundarias donde se forman pequefios ndcleos caseosos. En
estas lesiones caseosas residen los bacilos, cuya replicacién y difusion estd controlada
por la respuesta inmune del huésped y que condiciona la posterior evolucion a la
enfermedad en su forma activa tras periodos largos de latencia. Este fenGmeno ocurre en
el aproximadamente 5% de los individuos infectados de forma latente y se define como

la reactivacion de la enfermedad®’.
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1.4. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS: FARMACOS DE PRIMERA
Y SEGUNDA LINEA Y NUEVOS FARMACOS EN DESARROLLO
CLINICO

Después de 130 afios del descubrimiento del agente etiologico de la tuberculosis,
la enfermedad aln sigue siendo una amenaza. Una de las principales razones es la
extraordinaria capacidad de adaptacion a medios adversos que presenta la micobacteria.
Un ejemplo es la habilidad para generar resistencias a farmacos antituberculosos.
Cuando la micobacteria se expone a una presion selectiva de farmacos es capaz de
provocar las mutaciones genéticas pertinentes que le confieren resistencia a dichos
farmacos®. Debido a la aparicién de estas resistencias se hizo necesario el uso de la
terapia de combinacion para tratar la enfermedad. Por ello, hoy en dia los regimenes de
tratamiento consisten en diferentes combinaciones de medicamentos dependiendo de las
circunstancias®. Por ejemplo, algunos medicamentos para la tuberculosis sélo se utilizan
para el tratamiento de la tuberculosis sensible, como es el caso de pacientes nuevos en
los que es muy poco probable tengan resistencia a alguno de los farmacos utilizados. En
el caso de presentar resistencias se utilizan farmacos de segunda linea, que
generalmente son menos eficaces 0 méas toxicos con efectos secundarios graves. En la
Figura 5 se describe la cronologia del desarrollo de farmacos antituberculosos asi como

los hechos claves en la historia de la tuberculosis.
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Figura 5. Historia de la tuberculosis y desarrollo de los farmacos antituberculosos.
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1.4.1. Farmacos de primera linea

Los cinco farmacos antituberculosos basicos o de primera linea son: isoniazida,

rifampicina, pirazinamida, etambutol y estreptomicina®, Figura 6.
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HO//I,'

Etambutol Estreptomicina

Figura 6. Estructura de los farmacos de primera linea.

Generalmente estos farmacos son los mas eficaces en el tratamiento de la
tuberculosis. Se emplean sobre todo en el tratamiento de la tuberculosis en forma activa

gue no ha sido tratada previamente con antituberculosos.

1.4.2. Tratamiento de la tuberculosis sensible

La tuberculosis sensible es aquella que no presenta resistencias a ninguno de los
farmacos antituberculosos. En el caso de pacientes nuevos, que o bien no han recibido
ningun tipo de tratamiento contra la tuberculosis, o0 que s6lo han recibido menos de un
mes de medicacion se presupone que presentan este tipo de tuberculosis a menos que
haya un alto nivel de resistencia a isoniazida en la zona, o si el paciente ha desarrollado
tuberculosis activa después de que haya tenido contacto con un paciente que presenta

tuberculosis resistente™.
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En el caso de pacientes con tuberculosis sensible el tratamiento recomendado por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) consiste en una fase intensiva de dos meses

de tratamiento, seguida de una fase de continuacion de cuatro meses.

La fase intensiva del tratamiento es crucial para prevenir la aparicion de
resistencias a farmacos y es determinante en el resultado final del tratamiento. En esta
fase se emplea un coctel de cuatro farmacos de primera linea: isoniazida (INH),
rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB) o estreptomicina (SM). En

la fase de continuacién se combinan INH y RIF.

El seguimiento rutinario después del tratamiento no es necesario para aquellos
pacientes que han tenido una respuesta satisfactoria pero si el tratamiento fracasa como
resultado de la resistencia bacteriana, o intolerancia a uno 0 mas medicamentos, se
utilizan farmacos de segunda linea, como el &cido para-aminosalicilico (PAS),
kanamicina, fluoroquinolonas, capreomicina, etionamida y cicloserina, que

generalmente son menos eficaces 0 méas tdxicos con efectos adversos.

Para el correcto funcionamiento del tratamiento por quimioterapia, asi como la
prevencion de la generacidn de cepas resistentes durante el mismo, es imprescindible un
suministro ininterrumpido de medicamentos de alta calidad y un diagndstico altamente
fiable. Aunque la tuberculosis se puede curar con quimioterapia, el tratamiento es
excesivamente largo (6-9 meses). La larga duracion de la terapia conlleva aparte de una
toxicidad significativa, el incumplimiento por los pacientes de la misma, siendo ésta la
razon principal para la aparicion de las multiresistencias. Desde este punto de vista, el
compromiso politico y administrativo de muchos paises ha propiciado el denominado
programa DOTS™ (tratamiento directamente observado de corta duracién). Este
programa consiste en comprobar mediante observacion directa que el enfermo ha
ingerido la medicacién de la forma prescrita. Esta observacion debe realizarla personal
especializado y acompafiarse de un sistema de registro e informacion exhaustiva con

sistemas de alarma que identifiquen el incumplimiento o el abandono del tratamiento.

1.4.3. Tratamiento de la tuberculosis resistente

Se habla de tuberculosis resistente cuando las bacterias causantes de la infeccion
presentan resistencia al menos a uno de los farmacos de primera linea. La tuberculosis
multirresistente (TB-MDR) es la tuberculosis resistente a por lo menos dos de los

farmacos mas eficaces en el tratamiento de tuberculosis: isoniazida y rifampicina. En el
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caso de que la tuberculosis sea resistente a isoniazida y rifampicina, a todas las
fluoroguinolonas y al menos a uno de los medicamentos inyectables de segunda linea

(Tabla 1) se habla de tuberculosis ampliamente resistente (TB-XDR).

La resistencia a farmacos se demuestra mediante pruebas de susceptibilidad. Sin
embargo , ya que esta prueba puede tardar semanas, el tratamiento debe iniciarse con un
régimen experimental indicado por expertos en cuanto se sospeche de la posible
resistencia. Cuando se conozcan los resultados de las pruebas, el régimen debe ser
ajustado. Los pacientes deben ser monitorizados durante todo el tratamiento mediante

terapia de observacion directa (DOTS)™.

Los medicamentos empleados en el tratamiento de la tuberculosis resistente, se
agrupan en funcién de su eficacia, de la experiencia en su uso, y de la familia de

farmacos a la que pertenecen. La clasificacion se muestra a continuacion.

Tabla 1. Farmacos empleados en el tratamiento de la tuberculosis resistente.

Grupo Farmacos Grupo Farmacos
Grupo 4: acido para-aminosalicilico
Grupo 1: pirazinamida Agentes cicloserina
Agentes orales etambutol bacteriostaticos terizidona
de primera linea rifabutina orales de segunda etionamida
linea. protionamida
clofazimina
linezoli
- Grupo 5: inezo d, .
. kanamicina . amoxicilina / acido
Grupo 2: o Agentes eficaces b
Agentes amikacina ero sin un claro clavulanico
9 capreomycin P tioacetazona
inyectables - papel en el - . :
estreptomicina ; imipenem / cilastatina
tratamiento : L
altas dosis de isoniazida
claritromicina
levofloxacino
Grupo 3: . .
. moxifloxacina
Fluoroguinolonas :
ofloxacina

1.4.4. Farmacos antituberculosos en desarrollo clinico

A pesar de la situacion mundial actual, los medicamentos contra la tuberculosis se

han mantenido practicamente sin cambios durante las ultimas cuatro décadas.

En la actualidad, al menos diez compuestos se encuentran en diversas etapas de

desarrollo clinico. Cuatro de ellos son farmacos que ya existian y se han utilizado con
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distintas formulaciones para el tratamiento de TB. Los seis compuestos restantes, que se

detallan a continuacion, se estan desarrollando especificamente para TB.

Diarilguinolinas: TMC207 (Bedaquilina)

La bedaquilina ha sido aprobada recientemente por la FDA para ser utilizada
como parte de la terapia de combinacion para el tratamiento de adultos con TB-MDR en
el caso de que no haya otras alternativas disponibles'?. Este farmaco desarrollado en los
laboratorios de Janssen Therapeutics es efectivo frente a cepas de M. tuberculosis tanto

sensibles como resistentes.

La bedaquilina pertenece al grupo de las diarilquinolinas (Fig. 7) y su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la subunidad c¢ de la proteina ATP
sintasa, disminuyendo asi los niveles de ATP intracelulares®®. Una caracteristica
atractiva de la bedaquilina es que resulta igualmente activa frente a las micobacterias

tanto en estado de replicacién como frente a aquéllas en estado latente™.

El grupo de Rao y colaboradores™ demostré
que la sintesis de novo de ATP es esencial para la
viabilidad de las micobacterias no replicantes, gy

altamente susceptibles a la bedaquilina in vitro, un

hallazgo que fue confirmado posteriormente OCHj

utilizando un novedoso modelo de infeccién Figura 7. TMC207.

latente en raton.

Hasta la fecha se han llevado a cabo los estudios clinicos de fase 2 con pacientes
que padecen TB-MDR. El uso de bedaquilina no sélo fue capaz de reducir el tiempo de
conversion del cultivo positivo a negativo sino que también aument6 considerablemente
la proporcién de pacientes cuyo esputo mostré un cultivo negativo'®. Como
caracteristica negativa hay que destacar su potencial para inducir la arritmia cardiaca®’.
El uso compasivo de bedaquilina ya esta disponible en varios paises europeos y también

en Sudafrica®®

Nitroimidazoles: PA824 y OPC67683

N
Nitroimidazoles, como el clasico metronidazol /«—ﬁ\
_ ) _ ] N NO,
(Fig. 8), se investigaron por primera vez como
antituberculosos debido a su actividad conocida contra

. . . 19 Figura 8. Metronidazol.
microorganismos anaerobios™.
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El metronidazol es capaz de matar a M. tuberculosis in vitro en condiciones de
hipoxia, pero no en condiciones aerdbicas. Esta diferencia de actividad hace que
presente resultados de eficacia dependientes del modelo animal que se utilice. Asi
metronidazol muestra una buena eficacia en el modelo de conejo, que posee
granulomas caseosos, mientras que en el caso de los modelos de raton y cobaya la
eficacia es nula. En un estudio reciente en macacos cangrejeros (cynomolgus) que
presentaron tuberculosis activa o latente, el tratamiento con metronidazol previno la
reactivacion de la infeccién latente?®. Cuando se administré junto con la isoniazida y la
rifampicina, el metronidazol ayud6 a acortar la duracién de tratamiento requerido para

curar la TB activa en monos?.

En la actualidad dos compuestos pertenecientes al grupo de los nitroimidazoles
PAB824, desarrollado por la GATB (Global Alliance for TB) y OPC67683, desarrollado
por la compafiia farmaceltica Otsuka, se encuentran actualmente en la Fase Il (PA-
824)*' y la Fase 111 (OPC67683)*, respectivamente, para el tratamiento de la TB-MDR.

PA824 es activado intracelularmente
por la nitroreductasa dependiente de la o
deazaflavina (Ddn). La forma activa se NY\J\

02N—<\/N

corresponde con el  de-nitroimidazol O/\©\
correspondiente, capaz de generar especies OCF;
reactivas de  nitrogeno, incluyendo el  Figura9. PAS24.
oxido nitrico (NO), principales responsables
de su actividad anaerébica®. La actividad de PA824 se restringe al complejo M.
tuberculosis. Los estudios sobre el modo de accion de PA824 sugieren que la actividad
de este compuesto se debe a un modo de accion “dual”®*. A diferencia de metronidazol
PAB824 si es activo frente a la forma aerdbica de la micobacteria y su mecanismo de
accion se debe a la inhibicién de la biosintesis de acidos micoélicos, mientras que el
mecanismo frente a la anaerdbica es probablemente resultado del envenenamiento de la
citocromo ¢ oxidasa por 6xido nitroso®. PA824 ha progresado a ensayos clinicos de

fase Il y esta siendo evaluado como un componente de nuevos regimenes®2°.

OPC67683 (Delamanid) es un miembro de la familia nitroimidazo-oxazol, y

aungue es una droga potencialmente eficaz para ambas TB resistente y TB sensible, en

11
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la actualidad est4d siendo desarrollado inicialmente como tratamiento para dar en

combinacion frente a la tuberculosis resistente.

O,N
Figura 10. OPC67683 (Delamanid).

El modo de accién de OPC67683 se debe, muy probablemente, a la inhibicién de
la biosintesis de 4cidos micélicos?’. Como PA-824, delamanid requiere de la reduccién
del grupo nitro por la Ddn para obtener la especie responsable de la actividad. Existen
indicios para pensar que la forma activa actia mediante la produccién de NO o una
especie radicalaria todavia no identificada que actla aleatoriamente dentro de la
micobacteria®®?"*. Delamanid se encuentra actualmente en ensayos clinicos de fase Il

para el tratamiento de la TB-MDR?.

Fluoroguinolonas

Las fluoroguinolonas son una clase de antibidticos de amplio espectro utilizados
con frecuencia para el tratamiento de la tuberculosis multirresistente como componentes
de los regimenes de segunda linea. EI mecanismo de accion de estos compuestos
incluye la inhibicién de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV, que son

esenciales en la replicacion bacteriana.

El interés por su uso como posibles farmacos de primera linea se renové cuando
se demostrd que las fluoroquinolonas tienen el potencial de reducir la duracién de la
terapia de tuberculosis en modelos de ratdn®’. Actualmente moxifloxacina y
gatifloxacina (Fig. 11 y 12) se encuentran en ensayos clinicos de fase Il para establecer
si la tuberculosis sensible puede tratarse eficazmente en 4 meses mediante la sustitucion

de etambutol por gatifloxacina o etambutol o isoniazida por moxifloxacina®.

12
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Figura 11. Moxifloxacina. Figura 12. Gatifloxacina.

Dado que las fluoroquinolonas se utilizan ampliamente en el tratamiento de
muchas enfermedades infecciosas, ha surgido cierta preocupacion en relacion con el
desarrollo de resistencias en aquellos pacientes con tuberculosis no diagnosticada que
estan siendo tratados con fluoroquinolonas. Para contrarrestar ésto, se estan realizando
esfuerzos para identificar nuevos inhibidores de la ADN girasa no basados en el

farmacéforo de las fluoroquinolonas®.
Rifamicinas

La rifampicina, perteneciente al grupo de las rifamicinas, ha sido la columna
vertebral de la quimioterapia de la tuberculosis desde hace 40 afios. Su mecanismo de
accion consiste en la inhibicion de la ARN polimerasa bacteriana mediante su union a la
subunidad f de esta molécula, lo que impide la transcripcion. La rifapentina (Fig. 13),
otra rifamicina, actla de la misma manera, pero tiene una vida media mucho mas larga
que la rifampicina, por lo que se consigue una mejor exposicion y por lo tanto mayor

potencial para acortar la duracién del tratamiento®*.

Actualmente en varios ensayos clinicos
de fase Il en curso, se sustituye la
rifampicina  por wuna alta dosis de
rifapentina, para evaluar su capacidad de
acortar la duracién del tratamiento de la
tuberculosis sensible. La administracion

diaria de rifapentina, o de dos o tres veces

Figura 13. Rifapentina.

por semana en lugar de una vez a la

semana, conduce a mayores exposiciones y parece ser bien tolerado®. Sin embargo,
una desventaja importante del grupo de las rifamicinas es que inducen los citocromos
P450, lo que puede desencadenar interacciones farmaco-farmaco con agentes

antirretrovirales (especialmente los inhibidores de la proteasa) y otros candidatos a
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farmacos para la tuberculosis como la bedaquilina®. Por tanto, existe un interés

significativo en el desarrollo de regimenes terapéuticos libres de rifamicinas.

Combinaciones de farmacos TB

Como ya se ha comentado anteriormente el actual tratamiento de la TB sensible
consiste en la administracién de una combinacion de cuatro farmacos (INH, RIF, PZA 'y
EMB o SM) durante 6-9 meses pero la aparicion de resistencias a estos farmacos junto
con la necesidad de reducir la duracion del tratamiento ha hecho que se inviertan
esfuerzos en la investigacion de nuevas terapias de combinacién. En la actualidad
existen tres regimenes de combinacion en distintas fases de estudios clinicos. El
régimen que se encuentra méas avanzado en la clinica es el denominado REMox y ya ha
completado la fase Il de los ensayos clinicos. En estos ensayos se estudio una terapia
de 4 meses de duracion que constaba de diferentes combinaciones de farmacos con
moxifloxacina. Como ya se ha comentado anteriorente este estudio aparte de identificar
un posible tratamiento para lograr acortar el actual, ha contribuido a desarrollar la
logistica necesaria para poder llevar a cabo futuros estudios clinicos de combinacion de
farmacos®®. Otra terapia de combinacién que se encuentra bastante avanzada en la
clinica es la denominada PaMZ, que combina PA824, moxifloxacina y pirazinamida. El
ensayo de fase Ilb de una duracion de 8 semanas se completd satisfactoriamente y
actualmente se esta planificando el comienzo de la fase 111°°. Por Gltimo y la menos
avanzada es la terapia de combinacion JPaZ. Esta combinacion va a comenzar la fase
Ilb de los ensayos clinicos. Fue identificada en el ensayo clinico de fase Ila, de dos
semanas de duracién, en el que se estudiaron varias combinaciones de PA-824 (Pa),

bedaquilina (J), pirazinamida (Z), y clofazamina®.

La principal ventaja de estas dos Ultimas combinaciones de farmacos es que no
involucran a isoniazida ni a rifampicina y son por lo tanto adecuadas para su uso con
pacientes que son resistentes a estos medicamentos. Otra ventaja es que un régimen sin

rifampicina simplificarfa en gran medida la terapia antirretroviral de VIH®'.
1.4.5. Necesidad de nuevos medicamentos contra la tuberculosis

Aungue el tratamiento de la tuberculosis sensible a los medicamentos en
condiciones ideales puede ser exitoso en mas del 95% de los casos, las tasas de curacion
en paises en vias de desarrollo son a menudo mucho més bajas debido a los retos

logisticos que se plantean tanto en la administracion como en la supervisiéon de la
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correcta ingesta de la quimioterapia de combinacion durante 6-9 meses. Las tasas de
éxito son mucho peores en los casos de tuberculosis multirresistente (MDR) y
ampliamente resistente (XDR). Por ello nuevos farmacos antituberculosos son
necesarios para reducir o simplificar el tratamiento de la tuberculosis sensible asi como
de la tuberculosis MDR y XDR, incluyendo la tuberculosis asociada a la infeccion del
VIH¥. Los nuevos antituberculosos deben ser eficaces contra las cepas multiresistentes
y reducir la duracion del tratamiento. Esto podria conseguirse encontrando un nuevo
mecanismo de accion que eliminase las bacterias en estado latente de no replicacion.
Los nuevos farmacos contra la tuberculosis también deben ser compatibles con
medicamentos antirretrovirales utilizados para el tratamiento del VIH y con los agentes
actuales antituberculosos de segunda linea. Al administrar los farmacos en combinacién
la toxicidad derivada de las interacciones farmaco-farmaco se presenta como uno de los

problemas a solucionar por los nuevos farmacos en desarrollo.

Interacciones farmaco-farmaco

Las principales interacciones farmaco-farmaco son las derivadas de la inhibicion
y/o induccion de los citocromos CYP3A4, que constituye la subfamilia de P450 mas
abundante en el higado humano, encontrandose también en la mucosa intestinal®.
Teniendo en cuenta este dato no seria extrafio pensar que un elevado nimero de
farmacos se metabolicen siguiendo esta ruta; si esos farmacos se administran
conjuntamente, se pueden originar interacciones metabdlicas que producirian
variaciones farmacocinéticas provocando un mayor riesgo de efectos adversos o una
disminucion de su eficacia terapéutica. Es por ello que en los tratamientos de

tuberculosis este tipo de interacciones requieren una atencién especial.

Algunos medicamentos pueden aumentar la actividad del CYP3A®® a través de la
activacion transcripcional. Se trata de farmacos inductores, ésta activacion estd mediada
por los receptores nucleares PXR y /o CAR, ya que son capaces de regular la expresion
de los genes CYP3A*. Generalmente la induccion del CYP3A se considera
clinicamente menos importante que su inhibicidn, ya que se consigue un efecto de
disminucion de las concentraciones plasmaticas de los farmacos sustrato del CYP3A
sin implicar un aumento de la toxicidad*. Sin embargo, la pérdida de eficacia también
tiene un efecto devastador. Rifampicina uno de los farmacos méas importantes en el
tratamiento de la tuberculosis es un ejemplo de farmaco tanto inhibidor como inductor
de los CYP3AA4.
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1.5. ENOYL-ACP REDUCTASA DE M. TUBERCULOSIS (InhA) COMO
DIANA CONTRA LA TUBERCULOSIS

La capa exterior de la pared celular de la micobacteria, representada en la Figura
14, se compone predominantemente de &cidos micdlicos, acidos grasos de cadena muy

Iarga (CGO'CQO).
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Figura 14. Esquema de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis.

Los acidos micolicos dificultan el acceso al citosol de muchos de los antibidticos
utilizados en la actualidad y resultan esenciales para la vida y replicacion de la

micobacteria dentro de los macréfagos**?

. Por consiguiente, los compuestos que
antagonizan la capacidad de las micobacterias de sintetizar acidos micolicos son
prometedores puntos de partida en el desarrollo de nuevos farmacos antituberculosos.

A diferencia de los organismos eucariotas, M. tuberculosis posee dos sistemas
para la sintesis de acidos grasos: FAS-I y FAS-1l. FAS-I, presente en organismos
eucariotas y procariotas, es el responsable de la sintesis de acidos grasos de novo y su
elongacion para llegar a obtener cadenas carbonadas de 24-26 eslabones. Estos acidos
grasos son usados posteriormente para la produccion de fosfolipidos y como iniciadores
de lipidos complejos. El sistema FAS-II extiende esos acidos grasos obtenidos hasta
llegar a acidos con 56 atomos de carbono precursores de los acidos micolicos, que son
constituyentes esenciales y especificos de la pared celular de M. tuberculosis. En el
ciclo de sintesis de acidos grasos existen cinco enzimas clave (Fig. 15): la B-cetoacil-
ACP-sintasa (FabH) que cataliza el primer paso de elongacién via condesacion al igual
que las B-cetoacil-ACP-sintasas KasA y KasB involucradas en el proceso de elongacion
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via condensacion, la B-cetoacil-reductasa (MabA)* que reduce el grupo carbonilo a
hidroxilo, la B-hidroxiacil-deshidratasa (DE) que cataliza la formacion del doble enlace

por deshidratacion y la 2-trans-enoil-ACP (acyl carrier proteina) reductasa (InhA) que

reduce dobles enlaces carbono/carbono.
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Figura 15. Sintesis de los acidos grasos saturados por la micobacteria.

La enzima InhA, codificada en el gen inhA de M. tuberculosis, cataliza el Gltimo
paso del ciclo metabdlico de elongacion de los acidos grasos FAS-II. InhA es capaz de
reducir el sistema 2-trans-enoil-DDCoA, con la consecuente oxidacion del cofactor
NADH a NAD" (Figura 16). La identificacion de InhA como una diana potente y
efectiva contra Mycobacterium fue inicialmente desarrollada por Jacobs y su grupo de

investigacion®* %

NADH)
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S—ACP| ™™ R X S—ACP

R= grupo alquilo
Figura 16. Mecanismo de la reduccion llevada a cabo por InhA.

La inactivacion de InhA conduce a la acumulacion de acidos grasos saturados,
alteraciones en la morfologia de la pared celular y como consecuencia a la muerte de la

micobacteria®®.
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La inhibicion del proceso bioquimico de reduccion puede deberse al bloqueo en la
etapa de formacion del complejo enzima-cofactor (InhA-NADH) o al bloqueo en la

formacion del complejo ternario enzima-cofactor-sustrato (InhA-NADH-DDCoA) (Fig.

17).
\/\IADH %DCOA LaurCoA NAD
E ’l l

E:NADH (EZNADH DDCoA — ENAD LaurCoA) ENAD

Figura 17. Distintas etapas donde se inhibe el proceso bioquimico de reduccion.

Aunqgue en la literatura se encuentran numerosas referencias de inhibidores de
InhA, en el presente capitulo se mencionan brevemente aquéllos de mayor relevancia
como son los basados en isoniazida (INH), los derivados de triclosan y los basados en
las diazaborinas, agentes antibacterianos que han demostrado inhibir InhA. También se
revisaran otros inhibidores que han sido identificados en distintas campafas de cribado
de alto rendimiento (HTS) como las  pirrolidincarboxamidas, las
piperazinindolformamidas, los pirazoles, las arilamidas y las prolinas. Estos inhibidores
a excepcion de INH y ETH se comportan como inhibidores no competitivos con el

cofactor y competitivos con el sustrato.

1.5.1. Isoniazida y derivados

InhA se identific6 como la diana de isoniazida (INH)**"* farmaco de primera
linea en el tratamiento de TB. INH se ha usado en la terapia frente a tuberculosis desde

su descubrimiento en 195205,

Tanto Mycobacterium bovis BCG, como M.
tuberculosis son extremadamente sensibles a este farmaco en el rango de
concentraciones de 0.02-0.2 ng/mL>%. Isoniazida presenta un efecto bactericida, siendo
el antituberculoso sintético mas antiguo y el mas cominmente empleado tanto para
tratamiento como para profilaxis de la enfermedad. INH es un profarmaco que requiere
de la activacién por KatG>™®, enzima de doble actividad catalasa-peroxidasa. KatG
oxida INH a una forma de radical acilo, que se une a la posicion 4 del dinucle6tido

adenina nicotinamida (NAD) formando un aducto activo INH-NAD>® ¢

que actlia como
inhibidor de InhA (Fig. 18). La adicion del radical isonicotinoilo a la posicion 4 del

anillo de nicotinamida resulta en dos esteroisomeros, siendo unicamente el isomero 4(S)
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del aducto INH-NAD el que posee actividad. Isoniazida es activa frente a bacterias en
estado de replicacion, practicamente inactiva frente a las bacterias no replicantes y
completamente inactiva frente a poblaciones resistentes a INH. Las mutaciones
responsables de generar cepas resistentes a INH son principalmente de dos tipos:
mutaciones en la region del promotor de InhA y mutaciones en el gen katG que codifica
la catalasa KatG responsable de la activacion de la INH. Estas ultimas estan presentes
en un 50-60%"°! de los aislados clinicos resistentes a INH. Por ello podemos concluir
que los farmacos inhibidores directos de InhA, que no requieren previa activacion por

KatG podrian ser farmacos prometedores para combatir las resistencias (TB-MDR).
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Figura 18. Esquema de la formacién del aducto INH-NADH.

Con el fin de explorar la relacion estructura-actividad relacionada con el aducto de
INH-NAD, el aducto benzoilhidrazina-NAD (BH-NAD) fue sintetizado por el grupo de
investigacion de Tonge®. Este aducto demostré ser capaz de inhibir competitivamente
InhA con un valor de Ki <1 nM*® indicando que la acil-piridina puede ser sustituida por
un grupo benzoilo aunque, estudios preliminares también mostraron que la hidrazida del
acido benzoico se activa menos facilmente que INH. Ademas, tras sintetizar una serie
de analogos de BH-NAD en los que se modificaba la parte ADPR de la molécula, se
encontré que ninguno de estos analogos afectaba significativamente la actividad de
InhA, lo que indica la importancia del nucleétido para la inhibicién de la reductasa.

Dentro de los analogos de INH cabe destacar a la

S NH,
etionamida (ETH) (Fig. 19). ETH es un analogo
estructural de INH y se utiliza en el tratamiento de X
TB como antituberculoso de segunda linea. Ambos N/

farmacos presentan efectos casi idénticos ya que los
dos inhiben la sintesis de &cidos micélicos. ETH al ~ Figura 19. Estructura de la etionamida.
igual que INH es un profarmaco y requiere de una activacién previa. ETH es activada

por la monooxigenasa de Baeyer-Villiger (EthA), la especie activada forma un aducto
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covalente con el NAD. Este aducto ETH-NAD es el responsable de la inhibicion de
InhA. Aunque ETH e INH presentan modos de accion similares la falta de resistencias
cruzadas entre ambos dota de especial relevancia a este farmaco. La mayoria de las
cepas resistentes a ETH son sensibles a INH, mientras que algunas cepas resistentes a
INH muestran un aumento de sensibilidad a ETH, de ahi que ETH sea empleado

eficazmente como farmaco de segunda linea®.

1.5.2. Triclosan y derivados

El triclosan (Fig. 20) es una molécula biocida ampliamente utilizada en productos
tales como pasta de dientes y desodorante, que a concentraciones altas puede inhibir el
crecimiento bacteriano, actuando como un agente perturbador de la membrana de la
bacteria. La actividad antibacteriana de este compuesto se debe a la inhibicion de Fab
1935 Aunque la actividad de triclosan contra InhA y M. tuberculosis es relativamente
modesta (Ki 0.2 pM, MIC 12.5 ug / ml)®“3, el no requerir de la activacion de KatG
sugiere que derivados de triclosan con una mayor constante de afinidad para InhA
serian excelentes puntos de partida para el desarrollo de farmacos activos contra la TB-
MDR y TB-XDR.

La interaccion de triclosan con las enzimas de tipo Fabl, y, en particular, con
InhA, se ha estudiado en detalle®®. EI compuesto acttia como un inhibidor de InhA no
competitivo, uniéndose preferentemente al complejo enzima-NAD™ con un valor de Ki
de 0.2 pM®.

A fin de explorar el SAR de este tipo de OH Cl
estructuras el anillo aroméatico A se modificd o
sistematicamente, por el contrario la modificacion = @ @ ol

j

del anillo B ha sido menos explorada. El analisis del

estudio de SAR revel6 que el tamafio y la forma del ~ Figura 20. Estructura del triclosan, Ry:

sustituyente Ry (Fig. 20) presentaban el mayor impacto en la afinidad por la unién
al enzima. Los grupos alquilos de 5 a 8 atomos de C presentaron los valores mas
interesantes de inhibicion in vitro™. Hay que destacar que debido a las caracteristicas
fisico-quimicas de este tipo de compuestos, la serie quimica no presenta interés como

punto de partida para el desarrollo de nuevos farmacos.
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1.5.3. Diazaborinas y derivados

Las diazaborinas son compuestos biciclicos (IDH F|<1
que contienen un atomo de boro y un grupo diazina, B\N/SOZ
en posicion 1,2- en un heterociclo (Fig. 21). R rllH
Dependiendo del areno (X), las diazaborinas se R,

pueden clasificar como tieno-, benzo-, furano- y Figura 21. Estructura general de las
pirrolo-diazaborina, segin X sea tiofeno, benceno, ~ diazaborinas.
furano y pirrol, respectivamente.

La primera diazaborina se identificdé en 1981 como un nuevo inhibidor de la
biosintesis de los lipopolisacaridos’, posteriormente, la enzima Fabl en E. coli

demostré ser la diana de esta clase de compuestos’?.

El mecanismo de inhibicion de la enzima Fabl
se ha estudiado exhaustivamente en E. coli
utilizando cristalografia de rayos X y mutagénesis
dirigida™"". Segun estos estudios, los compuestos
forman un aducto con el cofactor a través de un
enlace covalente entre el grupo 2’-hidroxilo del
NAD* de la 2-ribosa y el atomo de boro

diazaborina (Fig. 22). Por lo tanto, parecen imitar el
. .. . o Figura 22. Estructura de rayos X de la
mecanismo de accion de la isoniazida, aunque las

union de la diazaborina con ecFabl.
diazaborinas no requieren de una activacion previa.

Se han realizado extensos estudios de SAR para dilucidar el mecanismo de la
inhibicién de Fabl, junto con la actividad antibacteriana, poniendo de manifiesto que el

grupo 1,2-diaza es esencial.

1.5.4. Inhibidores de InhA identificados en campafas de cribado de alto
rendimiento (HTS)

A medida que el interés en el desarrollo de nuevos inhibidores de InhA ha ido
creciendo, varios grupos de investigacion han recurrido a camparias de cribado de alto
rendimiento con el fin de identificar nuevas estructuras. He et al. identificaron 30
cabezas de serie inhibidores de InhA que no inhibian la actividad de las enzimas Fabl de
E. coli o de Plasmodium falciparum’. A continuacién se recogen las estructuras

generales y actividades de las cabezas de serie mas interesantes (Tabla 2). Se incluyen
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también las estructuras representativas de dos series identificadas via HTS por

GlaxoSmithKline ™,

Tabla 2: Estructuras generales y actividades bioldgicas de los principales inhibidores de InhA identificados
via HTS.

Serie Estructura General INhA IC5o (uM) | Mtb H37Rv MIC (uM)

Ry, Rp—p \ i
1R
T .
Pirrolidincarboxamidas’® H N 0.062-73.6 62.5->125
O
(0]
% N
Piperazin-indolformamidas™ N k/ 0.16->10 <30
H

/N\
Pirazoles™ NRe 2.4 2.5
R
o
INCNTY A
Arilamidas™ R _ K/X S - R 0.09 125->125
n
o
Ry IIIH
N R,
Imidazopiperidinas’® 0.2-10 16 - 63
Z N
N—7
Ry
H
R37]/N
0 \E>—R1
Prolinas® N 0.003 - >1 0.05-31

(e}

Rz

1.5.5. Modo de unién

La comparacién de los datos estructurales de las moléculas consideradas en esta
introduccion, permite establecer un modo de unién comun para los inhibidores. Como
se comento en el apartado anterior, a excepcion de INH y ETH, los inhibidores descritos
en los apartados anteriores, se unen en presencia del cofactor, por lo que estos
compuestos son inhibidores no competitivos, se unen al complejo InhA:NAD". La

formacion de una red de enlaces de puentes de hidrogeno entre el inhibidor y la Tyr158

22



INTRODUCCION

y/o el grupo 2'-hidroxilo de la ribosa de la nicotinamida ha resultado ser de importancia
clave para lograr la union del inhibidor a la enzima. Los inhibidores con funcionalidades
que permiten establecer enlaces de hidrogeno (HB), como los grupos hidroxilo o
carbonilo participan en esta red.®*®7°8182 Ademas, ya que los sustratos naturales para
InhA son significativamente méas largos que para otras enzimas de tipo Fabl (24-56
carbonos de longitud)®, el bucle de unién al sustrato en InhA también es mas grande,
permitiendo de este modo inhibidores con grupos hidréfobos voluminosos tales como
fluoreno que permite establecer interacciones hidrofébicas con la enzima.

La region de la enzima que participa en estas interacciones (Fig. 23) esta
constituida por los siguientes aminoécidos: Met103, Gly104, Phel49, Alal57, Alal98,
Met199, 11e202, 11e215 y Leu218°%28% Por (ltimo, una tercera zona de unién se
identifica cerca de la region de formacion de enlaces de hidrdgeno en el inhibidor. Esta

zona es relativamente limitada en tamafio y esta expuesta al disolvente.

‘ U-218
‘ ‘

ILE-215

); \M ET-103

Figura 23. Regién de InhA involucrada en interacciones hidrofébicas con distintos inhibidores
conocidos.

La informacion que se desprende de estos estudios puede ser utilizada en el futuro
con el objetivo de optimizar la afinidad del inhibidor, perfeccionando asi la actividad
bioldgica, mientras que al mismo tiempo se debe pensar en disefiar los compuestos de
manera que se mejoren las propiedades ADMET.
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1.6. TIADIAZOLES: NUEVOS COMPUESTOS INHIBIDORES DIRECTOS
DE InhA

Teniendo en cuenta que InhA representa una muy buena diana terapéutica para el
tratamiento de tuberculosis, en nuestro grupo de investigacion se realizaron distintas
campanas de cribado de alto rendimiento (HTS) con el objetivo de identificar nuevos
cabezas de serie en este campo. En estas campafias se identificaron diferentes

estructuras quimicas con actividades inferiores a 10 uM frente a InhA.

Dos tiadiazoles, GSK1 y GSK2 (Fig. 24), fueron con diferencia los mejores
compuestos identificados en la campafa. Los dos presentaron un perfil de actividad
nanomolar frente a InhA y valores de MIC de unidades bajas de micromolar frente M.
tuberculosis. En relacion a la toxicidad celular de los compuestos hay que destacar que
frente a la linea celular utilizada como marcador de citotoxicidad (HepG2), no se
observo muerte celular a las concentraciones ensayadas (50 uM y 12uM) para GSK1y
GSK?2 respectivamente. En el caso de GSK2 el valor es menor debido al limite de
solubilidad del compuesto en las condiciones del ensayo. La diferencia entre las
concentraciones de MIC y las encontradas en el ensayo de citotoxicidad justifica el
interés del estudio de esta serie quimica.

H H
Na NS N NN _S _
Cl Cl

GSK1 GSK2

INnhA ICso  0.002 uM InhA ICso 0.008 uM
Mtb H37Rv MIC 1 uM Mtb H37Rv MIC 4 uM
HepG2 Tox50 > 50 uM HepG2 Tox50 > 12.5 uM
MoA strain MIC 8 uM MoA strain MIC >16 uM

Figura 24. Estructuras y perfiles biolégicos de GSK1 y GSK2.

Para confirmar que la muerte celular de M. tuberculosis estaba relacionada con la
inhibicion de la enzima InhA, se valoré la inhibicion del crecimiento bacteriano en la
cepa que sobreexpresa InhA. Una variacién en el valor de MIC mayor de 4 veces frente
a la cepa silvestre indica que la actividad celular se debe principalmente a la inhibicion
de la enzima sobreexpresada. El ensayo de GSK1 y GSK2 en estas cepas mostro
claramente una variacion de 8 y 4 veces la MIC respectivamente confirmando que la

muerte celular era debida principalmente a la inhibicion de InhA.
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1.6.1. Modo de unién

Paralelamente a los estudios descritos en el apartado anterior, en el grupo de
biologia se obtuvo la estructura cristalina del complejo ternario InhA-NAD*-GSK1%
con una resolucion de 2.9 A. La densidad electronica del cristal permitié identificar la
disposicion y la region del inhibidor GSK1 involucrada en la interaccion con el centro
activo del enzima (Fig. 25).

Angulo1 Angulo 2

Figura 25. Modo de union de GSK1 al centro activo de InhA. Los colores empleados en la Figura son:
GSK1 (verde), NAD'(gris), Gly96 y Met103 (residuos involucrados en resistencias) (magenta) 4&tomo
de O (rojo), N (azul), S (amarillo), Cl (verde) y F (azul claro).

Como se aprecia en la representacion del cristal (Fig. 25), GSK1 interacciona con
el cofactor NAD" y con la Met98 a través de enlaces de puente de hidrogeno (lineas
negras punteadas) y a través de interacciones hidrofdbicas y de van der Waals con los
residuos de Gly96, Phe97, Met98, Met103, Phel49, Met161, 11e202, Gly104, Met199 y
Leu207. La unién del inhibidor al bolsillo lip6filo del InhA coincide con el lugar de
unién del sustrato (DDCoA) estando delimitado este bolsillo lip6filo por los siguientes
residuos, Met199, Leu207, lle215, Met103, Phel49, Tyr158, Ala198 e 11e202.

Tras varios intentos s6lo fue posible cristalizar el complejo InhA-GSK1 en
presencia del cofactor NAD(H) en concordancia con el caracter acompetitivo del
inhibidor respecto al cofactor mostrado en la Figura 25. Por comparacion de las
estructuras de InhA-NAD'-GSK1 y InhA-NAD"-acido graso de 16C (analogo al
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substrato natural DDCoA) (PDBID:1BVR), se observo que el anillo de pirazol ocupaba
el mismo lugar que el tioéster y el doble enlace trans del anélogo al substrato, lo que
sugiere el comportamiento de inhibidor competitivo respecto al substrato. Se observa
que el anillo de pirazol interacciona con el NAD" mediante interaccion n-m stacking (4
A) y también mediante un enlace de puente de hidrogeno entre el grupo hidroxilo de la
ribosa (3.3 A). Las otras interacciones clave identificadas fueron a través de enlaces de
puente de hidrdgeno entre el atomo de nitrégeno del tiadiazol y la amida (NH) de la
Met98, y entre el atomo de nitrégeno puente, entre el pirazol y el ciclo de tiadiazol, con
el atomo de dxigeno del grupo carbonilo de la Met98 (2.9 & 2.5 A) respectivamente.
Las interacciones entre el inhibidor y los residuos de las cadenas laterales del centro
activo son de tipo hidrofébico y van der Waals. Los residuos que constituyen las
cadenas laterales son los siguientes, Met161, Phe97, Leu207, Met199, Met103, Gly104,
Met98, Alal98, Gly96, Phel49, Tyrl58 e 1l1e202. En cuanto al anillo de benceno,
interacciona con la Met199 y Gly104 a traves de los sustituyentes haluros del anillo lo

gue aumenta notablemente la potencia en comparacion a otros analogos sin grupo arilo.
1.6.2. La familia de los tiadiazoles

La busqueda de analogos disponibles tanto en el banco de compuestos de la
compafiia como de diferentes fuentes comerciales permitié evaluar 79 derivados de tipo
tiadiazol y realizar un estudio preliminar de relacion estructura-actividad. De este
analisis se establecio que el espacio de diversidad quimica en la zona del 3-metilpirazol
era potencialmente restringido. En este grupo de compuestos no se valoré ninguna
estructura con modificaciones en los anillos centrales de tiadiazol y aminopirazol. Lo
que si parecio claro es que la region del bencilo podia ofrecer mas oportunidades para el

disefio de nuevos derivados (Fig. 26).

Fig. 26: GSK1.
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Los dos compuestos fueron resintetizados con el fin de completar su perfil in vitro
(MICs frente a aislados clinicos de INH, determinacion del modo de accion
cida/estéatico, de la frecuencia de mutantes resistentes, espectro antibacteriano, actividad
intracelular, estabilidad en microsomas de raton, actividad frente a P450) y realizar los

estudios metabdlicos y farmacocinéticas pertinentes.

Teniendo en cuenta los buenos perfiles bioldgicos obtenidos por ambos
compuestos en los estudios realizados, se puso en marcha un nuevo programa de
quimica medica, cuyo objetivo fue la optimizacion del prototipo GSK1, con el fin de
mejorar su  potencia como antituberculoso y sus propiedades metabdlicas y
farmacocinéticas. En el presente trabajo de investigacion se presentara, como se detalla
a continuacion en los objetivos, el estudio y las modificaciones realizadas sobre esta
molécula con el fin de incrementar su potencia sobre la diana terapéutica InhA y su

capacidad como agente antituberculoso.
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2. OBJETIVOS

El objetivo global de la presente tesis doctoral consiste en la identificacion de
nuevos compuestos inhibidores de InhA dentro de la familia de los tiadiazoles, activos
frente a tuberculosis incluyendo las cepas de tipo TB-MDR y TB-XDR. Estos nuevos
compuestos deben tener el potencial de ser administrados en combinacion,
reemplazando a uno o mas de los farmacos que se utilizan en los actuales regimenes de
DOTS. Los compuestos identificados deberan poder ser administrados por via oral, bien

tolerados y presentar baja frecuencia de generacidn de resistencias.

Uno de los principales problemas del descubrimiento de nuevos farmacos es la
falta de correlacion entre los estudios in vitro e in vivo que conduce al término de un
gran numero de proyectos de investigacion, por ello el objetivo especifico de esta
memoria consiste en demostrar eficacia in vivo en un modelo animal en la clase

quimica de los 1,3,4-tiadiazoles.

Este objetivo se consigue mediante la optimizacion de la potencia y propiedades
ADMET de los compuestos, para ello deben llevarse a cabo las siguientes acciones:

e Diseflo de nuevas modificaciones en la estructura general de tipo tiadiazol,
descrita en la Figura 27.

Unidad
Central

H s
e _

Parte Derecha

Figura 27. Estructura general de tipo tiadiazol.

e Sintesis y caracterizacion de los compuestos sintetizados.

e Evaluacion de la inhibicion de la actividad enzimética de InhA y de la
inhibicidn de la actividad en cultivo celular de la cepa H37Rv (cepa referencia
de M. tuberculosis).

e Estudio de la relacidn estructura-actividad (SAR) de los nuevos derivados en

base a los datos criticos en cada serie a estudiar.
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potenciales farmacos para el tratamiento de la infeccion por M. tuberculosis.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. QUIRALIDAD Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL PROTOTIPO GSK1

Como ya se mencion0 en la Introduccion, el programa puesto en marcha en
nuestro equipo de investigacion para el desarrollo de nuevos agentes antituberculosos
capaces de inhibir la proteina InhA, presenta como punto de partida, el compuesto
GSK1, Figura 28.

Unidad
Central

/\j \( >/<N’N

Parte Derecha

Parte Izquierda

Figura 28. Estructura compuesto GSK1.

Teniendo en cuenta que el compuesto GSK1 corresponde a una mezcla racémica
y que los enantidmeros pueden presentar distintas propiedades bioldgicas, se decidid
aislar y determinar la actividad de cada uno de los enantiomeros que conforman el
racémico GSK1. Las separacion se llevé a cabo por HPLC en columna quiral®® (véase
seccién experimental, aptdo:4.1.2.8). Ambos enantiomeros (1 y 2) fueron evaluados en
los ensayos bioldgicos siendo claramente el isomero S (1) el méas potente. Los datos de
las actividades enzimaticas y en célula entera para ambos enantiomeros asi como para el

racemato se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Actividades bioldgicas de GSK1 y enantiomeros correspondientes.

i sv/L N
Ne N N7
N/\j \ﬂ_,ﬂ \:7/

E
—
did

Estructura

H H
N SYLN/N\ N N P
oYt :Nj A
Cl

Comp. GSK1 1 2
InhA 1G5 (M) 0.002 0.002 0.005
Mtb H37Rv MIC (uM) 1 1 4
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La configuracién absoluta fue determinada por la técnica de dicroismo circular
vibracional (VCD)®®. EI VCD es una técnica espectroscpica de absorcién empleada
para la asignacion de la configuracion absoluta de moléculas Opticamente activas. Esta
basada en el fendmeno que se produce cuando la luz polarizada circularmente pasa a
través de un medio Opticamente activo, las interacciones del medio con la luz
circulamente polarizada a la derecha y con la polarizada a la izquierda difieren y se
produce una rotacion del plano de la luz polarizada.

Para determinar la configuracion absoluta de una sustancia enantioméricamente
pura, deben determinarse los espectros experimentales y tedricos de VCD e IR de la
sustancia. Los espectros tedricos se obtienen tras llevar a cabo un analisis
conformacional de la molécula para determinar el ndmero y poblacion de las
conformaciones de minima energia a temperatura ambiente (la temperatura a la que se
miden los espectros de IR y VCD experimental) y aplicar calculos cuénticos empleando
la teoria del funcional de la densidad (DFT). La comparacion de los espectros de VCD
calculado y experimental permite asignar las configuraciones absolutas de las muestras
ya que el espectro tedrico de VCD del enantiomero de una determinada configuracién
absoluta debe estar en excelente acuerdo con el espectro de experimental de VCD, por
el contrario el espectro de VCD del otro enantiomero debe ser completamente opuesto.
Por altimo debe definirse el acuerdo entre los espectros calculado y experimental que se
obtiene mediante un analisis de regresion lineal correlacionando las intensidades de las
bandas del espectro de VCD experimental con las bandas del espectro calculado. La
asignacion de la configuracion de los dos enantibmeros se recoge en la seccion

experimental (aptdo. 4.1.2.8).

3.2. ESTUDIO DE LA RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DE LOS
1,3,4-TIADIAZOLES CON PIRAZOL EN LA PARTE DERECHA Y
DISTINTOS N-BENCILPIRAZOLES EN LA PARTE IZQUIERDA

Del estudio de SAR preliminar, realizado por el grupo de investigacion, se
concluyd que tanto la parte derecha como la unidad central de la molécula eran dos
regiones que admitian pocas variaciones en su estructura, mientras que la parte
izquierda ofrecia mas posibilidades de ser explorada. Por lo que el trabajo de esta

memoria se centrd en la exploracion de la region izquierda.
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Teniendo en cuenta que todos los compuestos que resultaron activos en el estudio

preliminar presentaban un sustituyente cloro en posicion orto del benceno, perdiendo un

orden de magnitud en el caso de no presentar ninguna sustitucion, se seleccionaron

como punto de partida de la exploracién los monémeros descritos en la Tabla 4.

Tabla 4 . Mondmeros seleccionados para el ejercicio de exploracion.

Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad
Br Br Br
Comercial Comercial Comercial
cl F cl F
3a /é/ LANCASTER | B é/ ALDRICH 3m FLUOROCHEM
cl
Br Br Br
Comercial Comercial Comercial
Br F. F cl F
3b é/ ALDRICH sh \é/ ALDRICH 3n ALDRICH
Br Br Br
Cl ¢ ial ¢ ial cl
3c omercia 3i omercia 3i Q Sintetizado
ACROSS ALDRICH J]\ J<
H (o]
F cl
Br Br Br
Comercial Comercial
3d F 3j 3 0 Sintetizad
é[ ALFAAESAR 1 (5/ ALDRICH ° éf )Y J< intetizaco
cl N7~ o
H
Br Br Br
F4C Comercial F Comercial Comercial
3e 3 3k 3
\é\ JRD Chemicals é; ALFAAESAR P ALDRICH
CF3
Br Br
af F Comercial al cl F Comercial
ALDRICH FLUOROCHEM
F

3.2.1 Sintesis general de los 1,3,4-tiadiazoles con 3,5-dimetilpirazol y 3-

metilpirazol como parte derecha

Con el objeto de introducir diferentes variaciones en la regién izquierda, los

productos 9-27 se sintetizaron siguiendo la ruta sintética descrita en el Esquema 1.

/N\
N\j N-N
R
9-27

R: defi

4a

nido en Tabla 4

R": H, CH;

r N H
HN\/_\7/
+ — \07//

NaH

- @ @ @ -
DMF, 0°C -->25°C

(33%-77%)

1.DCM (anh), 25°C o EtOH, reflujo

EtOH , 75°C

NaOH (25% ac.)

(37%-cuantitativo)

2. H;S0y4, 25°C 0 POCIj, reflujo

(10%-84%)

8b:R'=H

Esquemal

6a-60

tiofosgeno
NaHCO3; /DCM
(76%-cuantitativo)

o} r/xli
HoNL N/ Tt N
H)kr N\j/Ncs
R’ _

8a:R'= CH3

7a-70

32



RESULTADOS Y DISCUSION

En esta ruta lineal de 5 pasos de reaccion, la variabilidad se introduce en el primer paso
de sintesis lo cual no es deseable, por lo que se consider6 una ruta alternativa para introducir la
variabilidad estructural en el ultimo paso de reaccion, Esquema 2. La ruta consiste en la
reaccion del bromuro de bencilo con el N1 del pirazol, facilitando asi la formacién de nuevos
compuestos para su posterior ensayo biologico. Sin embargo, la alquilacion sobre el pirazol 28
condujo a la alquilacion del N3 del tiadiazol y del -NH- puentego, dando como resultado una

mezcla (1:1) de regioisémeros 29 y 30 que resultaron inactivos en el ensayo bioguimico.

Cl
E
F

NaH (1.1 eq.) N NN 37} _N N_ _N S% N
SO v R T S e e

DMF, 0°C- 25°C F
3n 28 29 30

Cl

Esquema 2

Por esta razon, la ruta sintética inicialmente propuesta (Esquema 1) fue la empleada en la
sintesis de la mayoria de los derivados de 1,3,4-tiadiazol recogidos en esta tesis. A continuacién

se detallan cada una de las etapas de sintesis de los 1,3,4-tiadiazoles.
3.2.1.1. Reaccion de bencilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a)

La reaccion de bencilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a) se llevd a cabo
empleando hidruro sodico (1.1 eq) como base y el correspondiente bromuro de bencilo
(3a-30) en dimetilformamida (anhidra) como disolvente® dando lugar a los 3-
acetamido-N-bencil-1H-pirazoles 5a-50. En todos los casos se emplearon bromuros de
bencilo comerciales a excepcion de 3fi y 30 sintetizados a partir de los alcoholes
comerciales correspondientes (Esquema 3).

a) Obtencion de los bromuros de bencilo no comerciales a partir de alcoholes.

R
1.1 eq. Na,CO3 ! 1.1 eq. CBry Ri
@?OH 1.1 eq. (tBuC0),0 OH 1.1 eq. PPhg Br
—_—
R R
dioxano:agua (1 1) 2 DCM, 25°C 2
0°C > 25°C HNYO HNYO
O\{/ O\k
31a: Ry=Cl,R,=H; (68%) 3i: R1=Cl,Ry=H; (83%)
31b: Ry=H, Ry=CHg; (87%) 30: Ry=H, Ry=CHj; (52%)
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b) Reaccion de bencilacion del pirazol.

H
N
N
N\‘( NaH o KoCO;3 Nj \‘o(
O/\Bhr HN\j —
DMF, 0°C --> 25°C R

6

3a-30 ACN, 0°C —-> reflujo 5a-50
(33%-77%)
Esquema 3

Como alternativa al grupo acetilo se exploro en paralelo el ftalimido como grupo

protector del aminopirazol® (Esquema 4).

(6]
HaN__ N
o + t(\NH Dioxano, I’eﬂUjO
O R

33a: R=H 34a: R=H; (92%)
33h: R=CHj, 34b: R=CHjz; (79%)
Esquema 4
El principal inconveniente que presentd el uso de la ftalimida como grupo
protector fue la falta de regioselectividad obtenida en la posterior reaccién de
bencilacion de los 3-ftalimidos (34a y 34b), representada en el Esquema 5. En esta
reaccion los regioisomeros se obtuvieron en una proporcion 2:1 a favor del

regioisomero deseado (véase seccion experimental aptdo: 4.1.2.3).

7\
10 (6]
N~ 1.2 eq K,CO
NH X Br 2C03
o (7 @ vk @w
‘Q/kR' /\R ACN, refIUJo ‘Q/K
o) [e]
34a: R'=H 3p: R'=H, R=H 35a: R'=H, R=H; (37%) 35c¢: R'=H, R=H; (n.d)
34b: R"'=CHjs 3n: R'=CHs;, R=2-CI,6-F 35b: R"'=CHj;, R=2-C|,6-F; (44%) 35d: R"=CHj3, R=2-Cl,6-F; (24%)

Esquema5

Los N-bencilderivados sintetizados (5a-50, 35a, 35b y 35d) fueron caracterizados
por sus datos espectroscépicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y
de masas (MS). Las caracteristicas espectroscopicas de ‘H-RMN més destacables de
los intermedios 5a-50 se ilustran en la Figura 29 para el compuesto 5e, como ejemplo

representativo de la serie.
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Figura 29

La caracterizacion del

compuesto 5e se completé con

los datos de

espectroscopicos de correlacion heteronuclear de cuanto sencillo (HSQC) y correlacion

heteronuclear a maltiples enlaces (HMBC), Figuras 30 y 31.

Cs t—

T

Figura 30. Espectro de correlacion heteronuclear de cuanto
sencillo (HSQC).
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CH,

Hs H,

L ———

)
£ ZT
"
o

_— 40
781,5179,0
\
CH, —3 °

60
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Ca ' 100

F1 Chemical Shift (ppm)
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Figura 31. Espectro de correlacion heteronuclear a mdltiples
enlaces (HMBC).

El estudio de los espectros de correlacion permite determinar la relacion entre los
protones del pirazol (Hs y Hs) con el &tomo de C del grupo metileno, al igual que la
relacién entre los protones del grupo CH; con los atomos de C del pirazol, C4 y Cs.
Como se observa en la Figura 31 existe una correlacién clara entre los protones del
grupo CH, con Cs, Se observa también la correlacion esperada, entre Hs con el atomo
de C del metileno. En cambio no se aprecia ningun tipo de correlacion entre el grupo
metileno con los atomos H; o C,4. Este andlisis confirma que en la reaccion de
bencilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a) se obtuvo el regioisomero deseado (5e)

que presenta la sustitucién en el N1 del pirazol.
3.2.1.2. Reaccion de desproteccion de los 3-acetamido-N-bencilpirazoles 5a-50

Las aminas 6a-60 se sintetizaron a partir del 3-acetamido-N-bencilpirazol
correspondiente por hidrdlisis del grupo acetamido con hidréxido sodico acuoso (25%)

en etanol, calentando a 75°C (Esquema 6). Las aminas resultantes fueron aisladas
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mediante extraccion de la fase acuosa con un disolvente organico, diclorometano o

acetato de etilo, tras eliminacion del etanol en condiciones de presion reducida.

P R NaOH (25% ) N \/R
< >4 a , aq. ~
= EtOH, reflujo
5a-50 6a-60

(37%-cuantitativo)

R: definido en Tabla 4

Esquema 6

En la mayoria de los casos tratd de evitarse la purificacion, de esta manera se
minimizo el manejo y la exposicion a los compuestos que contenian la fraccion del 3-

aminopirazol, conocido como potencial agente carcinogenico.

En los casos en los que se utilizé el grupo protector ftalimido (35a y 35b). La

desproteccién se realizé utilizando hidracina monohidrato® (Esquema 7).

¢ R NHNHyH,0 N \/R
-
o)

EtOH, reflujo

35a: R'=H; R=H 6p: R'=H; R=H; (93%)
35b: R'=CH3; R=2-Cl, 6-F 6q: R'=CHj; R=2-Cl, 6-F; (73%)
Esquema 7

Esta etapa sintética alternativa fue empleada para la sintesis de los 3-

aminobencilpirazoles 6p y 64.

Los 3-aminobencilpirazoles sintetizados (6a-6q) fueron caracterizados por sus
datos espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén (‘*H-RMN) y de
masas (MS). Las caracteristicas espectroscopicas de 'H-RMN mas destacables de los
intermedios 6a-6q se ilustran en la Figura 32 para el intermedio 6e, como ejemplo

representativo de la serie.
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3.2.1.3. Sintesis de los isotiocianatos 7a-7q

La preparacion de los isotiocianatos 7a-7q se realizO a partir de las
correspondientes aminas por reaccion con tiofosgeno en diclorometano y empleando
bicarbonato acuoso saturado como base® (Esquema 8). A excepcién del compuesto 7d,
que se purifico por cromatografia en gel de silice, los isotiocianatos se aislaron por
simple separacion de fases y concentracion del extracto organico, siendo empleados en

el siguiente paso de la sintesis sin purificacion adicional previa.

tiofosgeno
N- >~ R NaHCOg3(sat, ac) N-. ~_R
HN— /\G ———————»  s=C=NY |
2 K%R, 7 DCM KAR, 7
(76%-cuantitativo)
6a-6p: R'=H 7a-7p: R'=H
6q:R'=CHj3 79:R'=CH3

R: definido en Tabla 3
Esquema 8
Todos los isotiocianatos sintetizados (7a-7q) fueron caracterizados por sus datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de masas
(MS). Las caracteristicas espectroscopicas de *H-RMN més destacables de los
intermedios, se ilustran en la Figura 33 para el intermedio 7e, como ejemplo

representativo de la serie.
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Figura 33

3.2.1.4. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol 9-27 y 39-40

En este capitulo de la memoria, la mayoria de los compuestos fueron sintetizados
utilizando la hidrazida 8a, ya que en aquel momento el equipo del proyecto consideraba
que la sustitucion 3,5-dimetilpirazol era la 6ptima para tener potencia frente a la enzima.
También se prepararon algunos derivados correspondientes con la hidrazida del 3-
metilpirazol (8b) como parte derecha. La sintesis de las dos hidrazidas se detalla a

continuacion en el Esquema 9.

: H
N K2CO3 o NH,NH,Ho0
NH + BrJ\H/O\/ BRI NN T L NN
-
0 ) M o) )<7/
R R R

ACN, reflujo EtOH, 40°C
36a: R= CHj; 37 38a : R= CHg; (71%) 8a: R= CHjs; (98%)
36b: R=H 38b*: R=H; (56%) 8b: R=H; (90%)
Esquema 9

* En la reaccion de alquilacién del pirazol también se obtuvo el regioisémero etil-2-(5-metil-
1H-pirazol-1-il)propanoato en una proporcion 3:7 a favor del regioisomero deseado 38b.

En la reaccion de alquilacion con el bromopropanoato 37, el 3,5-dimetilpirazol
36a, con dos N equivalentes en su estructura, condujo Unicamente al derivado 38a
siendo mas eficiente® que el 3-metilpirazol 38b que dio lugar a los dos regioisémeros

posibles.
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Por reaccion de los isotiocianatos 7a-7q con las hidrazidas 8a y/o 8b se
obtuvieron los nuevos 1,3,4-tiadiazoles®. La obtencion de los nuevos derivados de
tiadiazol, 9-20, 25 y 40, se consiguio en dos pasos de reaccion, descritos en el Esquema
10. El primer paso consiste en la obtencion de los intermedios tiosemicarbazida por
tratamiento de los isotiocianatos con la hidrazida correspondiente en diclorometano a
temperatura ambiente o en etanol a reflujo y el segundo consiste en la ciclacién
regioselectiva de las tiosemicarbazidas, intermedios no aislados, en presencia de acido
sulfarico concentrado acuoso. En la mayoria de los casos la neutralizacion posterior de
las mezclas con amoniaco acuoso (32%), generd un precipitado que, una vez filtrado y
lavado fue caracterizado, sin necesidad de purificacion posterior. En el resto de los
casos los compuestos necesitaron de una etapa de purificacion. (véase seccidn
experimental, aptdo: 4.1.2.7).

R

= R
Q S
N N

D H
Q H,S04( ) N N\«SW/L N
o N ,S04(ac, conc N N-
7a-7q NeS w» UNH or POCl3 N N-N M
el ,
o EtOH, reflujo = NH O R . R / R
+ < uN (10%-84%) R—4C /)
HZN o R N\ B
™ N 17-18, 20: R'=H
N Ny 9-16, 19, 21-27,39:R"=CHj,
N=
8a:R=H
8b:R'=CHj;

R: definido en Tabla 4
Esquema 10

Una de las desventajas que presentd la utilizacion de acido sulfarico concentrado
acuoso como medio 4cido fue la sulfonacién del bencilo® en el caso de que el anillo no

presentase sustituyentes haloégeno. Un ejemplo que ilustra esta reactividad se recoge en

el Esquema 11. (véase seccion experimental, aptdo: 4.1.3).

H
R - ot
H H N ~
) N= \ ) -N
Ni\‘j/N\[rN\H)KrN\N H2SO4(ac ,conc) N\J N-N b_
— S - =
(37%) HSO;
41
Esquema 11

Con el fin de solventar el problema se emple6 el oxicloruro de fosforo (&cido de
Lewis) en condiciones de reflujo®. Tras la eliminacién del oxicloruro de fosforo a

presién reducida y purificacién se obtuvieron los compuestos 21-24, 26-27 y 39.
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La ciclacion en condiciones basicas condujo al triazol 42 (Esquema 12), tal y
como esta descrito en la literatura en substratos similares®. El producto obtenido se

evalué en el esayo bioquimico resultando inactivo.

HS
0 N=
N\Nj/ H)KP/N% NaOH (2N, ac) ©\/QN/%'?‘
_— =
d reflujo I

N
(47%) 42 Ny

Esquema 12

Todos los compuestos sintetizados se obtuvieron como mezcla racémica y fueron
caracterizados por sus datos espectroscopicos de masas y resonancia magnética nuclear.
Las caracteristicas espectroscopicas de *H-RMN mas destacables de los compuestos 9-
27, 39-40, 43-45 se ilustran en la Figura 34 para el compuesto 13 como ejemplo
representativo de la serie.

H
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Figura 34

3.2.2. Actividad biologica y anélisis de los resultados

Los estudios biologicos de determinacion del caracter antituberculoso de los
tiadiazoles sintetizados se han realizado mediante el ensayo enzimatico de inhibicion
del enzima InhA, midiendo la ICsy de cada compuesto y ensayo de inhibicion del
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crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ensayo en cultivo celular). Las
modificaciones estructurales llevadas a cabo en la parte izquierda de la molécula se han
ido planteando en funcion de los resultados de inhibicion enzimatica y de crecimiento
celular, obtenidos de forma paralela (Tabla 5).

La metodologia de estos ensayos se describe en el apartado 4.2 de la seccion
experimental.

En la Tabla 5 se recogen los valores de ICso y MIC, asi como las constantes de
inhibicion, K;, determinadas en aquellos casos en los que los valores de ICs, se

encuentran en el limite de deteccion del ensayo que es de 2 nM.
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Tabla 5. Actividades biolégicas de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.

n.d: no determinada

43
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En primer lugar, comparando los resultados de las parejas de compuestos: GSK1-
25, 9-17 y 10-18 y 19-20, no se observa en ninguno de los casos que la sustitucion del
3-metilpirazol por el 3,5-dimetilpirazol mejore la actividad enzimatica. En cuanto a la
actividad inhibitoria en cultivo celular, hay que resaltar que intervienen otros factores
mas alla de la interaccion de la molécula con el enzima, tales como la lipofilia y/o la
solubilidad; otra propiedad a tener en cuenta es la capacidad de unidn a proteinas que
posee la molécula. Estos factores juegan un papel importante a la hora de atravesar la
pared celular de la micobacteria y por tanto de mostrar actividad inhibitoria del
crecimiento en el cultivo celular. Si bien podemos comentar que la solubilidad de los
3,5-dimetil derivados es ligeramente menor que en el caso de los 3-metilpirazoles. Esa
podria ser una de las razones de que en algunos derivados no se pudiera valorar la

actividad en el ensayo de inhibicion de MtbH37Rv.

Con respecto a las sustituciones en el bencilo, se observa que es necesaria la
presencia de un grupo halégeno en la posicion orto para mantener la potencia
presentada por la molécula de referencia GSK1. Los compuestos 10, 15 y 18, presentan
interesantes valores de inhibicion enzimatica y de crecimiento celular, mientras que los
compuestos 21 y 39, muestran unos valores enzimaticos de un orden de magnitud mayor
y unos valores de MIC menos interesantes. Observando los datos para los compuestos
11y 14, se puede concluir que la sustitucion en para conlleva una considerable pérdida

de actividad tanto a nivel enzimatico como a nivel celular.

En referencia a la polisusticion en el anillo bencilico, y atendiendo a los datos de
los compuestos 12, 19, 20 y 22, se observa que el patron de disustitucion 2,3 es el que
presentd mejor perfil bioldgico. Siendo el patron de disustitucion 2,6 una buena
alternativa al anterior, como revelan los datos del compuesto 16. Otros patrones
probados como el 2,5 representado en los compuestos 9, 13 y 17, si bien presentan
valores de inhibicién enzimatica del orden de nanomolar, éso no se tradujo a unos
valores significativos de actividad en el ensayo celular (MIC > 8). En el caso de la
trisustitucion 2,3,6 representada en los compuestos 23 y 24 presentaron valores de

actividad equipotentes al analogo disustituido 25.

La introduccion de grupos polares, (veanse compuestos: 26 y 27) no generd
resultados interesantes. Ambas estructuras fueron disefiadas con la idea de rebajar la
lipofilia de la molécula, introduciendo como sustituyente del anillo un grupo polar

amino, pero resulto en una pérdida de un orden de magnitud en la inhibicion del enzima.
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Con respecto al grupo amino puente, se puede concluir atendiendo a los datos
obtenidos para el compuesto 43, que la metilacion del nitr6geno trae consigo una
dramatica pérdida de la actividad frente a la enzima y por tanto una pérdida de
inhibicion del crecimiento a nivel celular. Sin embargo, se observa en el compuesto 40
que la presencia de un grupo metilo en la posicion 5 del pirazol, mantiene la potencia,

aunque no muestra ninguna otra ventaja respecto del compuesto de referencia GSK1.

Cabe destacar que en este primer ejercicio de exploracion de la regidn izquierda,
los compuestos 12, 16, 22, 24 y 25, presentaron mejores valores de potencia en célula
entera que el compuesto GSK1, punto de partida del ejercicio.

3.3. NUEVOS DERIVADOS DE 1,3,4-TIADIAZOL CON 1-(4-METILTIAZOL-
2-IL)ETANOL COMO PARTE DERECHA

Como se menciona en el capitulo anterior la parte derecha de la molécula era una
region que admitia pocas variaciones en su estructura, mientras que la parte izquierda
ofrecia mas posibilidades de ser explorada. Paralelamente al trabajo de esta memoria, en
el grupo de investigacion se trabajo en el reemplazo de la parte derecha de la molécula
(3-metilpirazol) por otros sistemas aromaticos. De estas nuevas estructuras cabe
destacar el 4-metiltiazol presente en el compuesto 46 (Tabla 6), este compuesto retiene
la potencia presentada por el cabeza de serie GSK1. Otra de las modificaciones
realizadas en el grupo fue la incorporacién de un grupo hidroxilo sobre el carbono
puente (compuesto 47) conseguiendo mejorar considerablemente la actividad en célula
entera, manteniendo la misma actividad enzimatica con respecto al cabeza de serie
GSKL1.

Parte de este trabajo de investigacion consistio en incorporar esas modificaciones
y valorar qué sustitucién en la parte izquierda de la molécula daba como resultado el

compuesto con mejor perfil bioldgico y fisico-quimico.
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Tabla 6. Actividades biolégicas del compuesto GSK1 y derivados con nuevas regiones derechas.

Estructura

ot

Comp.

GSK1

46

y o
Ho s
cl N’N\ X \
_ N—N N
.
47

InhA IC50 (LM)

0.002

0.002

0.002

Mtb H37Rv MIC (pM)

0.2

3.3.1 Sintesis de la 2-hidroxi-2-(4-metiltiazol-2-il)propanohidrazida (53b)

La ruta sintética que se utilizé en la sintesis del intermedio 2-hidroxi-2-(4-

metiltiazol-2-il)propanohidrazida 53b, consiste en 5 pasos de reaccion descritos en el

Esquema 13.
ﬁ o o s 0 s
o N 1eq.®-'—© O s 1eq A _cl \/\>\ 10 eq. NH,NH H,O -y :\>\
Z SH N0 N R ——— 2N N
O e NH, 50°C H
IPA, reflujo DMF, 80°C
48 (55%) 49 (93%) 50  |1.HCI(1,1eq) 53a

2. KBr (1,1 eq), 0°C
H,0, (1,3 eq), 0°C
tolueno, (97%)

O S 10 eq. NH,NH,-H,O 0.5 eq. Ag,O />\
H2N\NJ>(L/>\ : ”OMX AOM
H /oH 50°C OH ACN/H,0, 25°C Br

(78%) (52%)
53b 51

Esquema 13

En la primera etapa de la sintesis, tiene lugar una reaccion de conversion del
grupo nitrilo a tioamida®. Para ello se tratd 2-cianopropionato de etilo (48) (1eq.) con
acido difenilfosfinditioico (1 eq.) en isopropanol a reflujo. El acido difenilfosfinditioico
es un reactivo utilizado en la hidrélisis de grupos nitrilo en condiciones suaves
consiguiendo en este caso la tioamida correspondiente (49). EI compuesto 49, se emple6
como reactivo de partida junto con la 2-cloroacetona (1 eq.) y dimetilformamida como
disolvente en la reaccion de ciclacién de Hantzsch*® obteniendo el heterociclo de tiazol

50. El derivado bromado 51 se obtuvo a partir del éster 50 en tolueno*™

, tratdndolo con
acido clorhidrico concentrado (1.1 eq.) y seguido de una adicién a 0°C de bromuro
potasico (1,1 eq.) y peroxido de hidrégeno (1.3 eq.). La introduccion del grupo hidroxilo

se llevé a cabo por oxidacion'®, utilizando 6xido de plata (0.5 eq.) como agente

46



RESULTADOS Y DISCUSION

oxidante en una mezcla de acetonitrilo y agua, dando lugar al 2-hidroxi-2-(4-metiltiazol-
2-il)propanoato de etilo (52). Por Gltimo la obtencion de las hidrazidas 53a y 53b se
consiguid por desplazamiento del grupo etoxido de los ésteres 50 y 52 utilizando

hidracina monohidrato (10 eq.) como disolvente a reflujo™®.

3.3.2. Sintesis de nuevos derivados de 1,3,4-tiadiazol con 1-(4-metiltiazol-2-

il)etanol como parte derecha

La obtencion de la la 2-hidroxi-2-(4-metiltiazol-2-il)propanohidrazida (53b)
mediante la ruta sintética descrita en el Esquema 13 permitio llevar a cabo la sintesis de
a priori prometedores nuevos derivados. El disefio de estos derivados surgié como
resultado de la combinacion de la mejor parte derecha obtenida, 1-(4-metiltiazol-2-

il)etanol, con las mejores partes izquierdas discutidas en el capitulo anterior (Tabla 7).

Tabla 7. Actividades bioldgicas de los compuestos con mejores perfiles bioldgicos.

InhA  |Mtb H37Rv InhA  [Mtb H37Rv

Comp. Estructura ICso(uM)| MIC (M) Comp. Estructura ICso(uM)| MIC (M)

N H\(sv/LN/N\ H SV/L N
= \ /] N N7
16 F; ; N/\J N—N )=7/ 0.003 0.4 19 / \« ! 0.002 1
F

25

N N S7/LN/N\ N S»/L N
F N/\ \gl{‘ a /N\ \« ) N7 X

— —! 0.002 <0.2 22 R N N—N — 0.002 <0.2
<E E;:m 2 ;

Asi se prepararon los correspondientes bencilpirazoles con patrones de

sustitucion(2,6) o (2,3) con F, Cl o Me como sustituyentes (Esquema 14) descrito a
continuacion.

F

¥ NaH R NaOH (25% Ra
Br NN a aOH (25% ac.)
HNS R R
Re U F ! F '
Ry * O DMF, 0°C->25°C EtOH , 75°C N

H
N N N NH,
(50%-63%) N (56%-100%) i
3d: Ry=H, Ry=Cl 4 o 6d: Ry=H, Ry=CI

5d: Ry=H, R,=CI

3h: Ry=F, Ry=H o a tiofosgeno 6h: Ry=F, Ry=H
3i Ry=H, Ry=F 2.“ :1;'_:" EZ;E NaHCO; /DCM | 6i : Ry=H, Ry=F
3k: Ry=H, R,=CHjg ol B2 (76%-90%) 6k: Ry=H, Ry=CHj3

5k: Ry=H, Rp=CHj

Rz
H S 1.DCM (anh), 25°C o EtOH, reflujo o S/y R4
N/tlj/ \E_[\/] 7 S H2N\N/L%N + F N,N\ NCS
R = N\% 2. H,S04, 25°C o0 POCI3, reflujo H /oH \:T
o/ _f 0, . _ _
R, R, 54.57 (36%-91%) s3b ;g: gtE, 22_-3
*Re=F, Ra=

7i: Ry=H, Rp=F
Esquema 14 7k: Ry=H, Ry=CH3
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La secuencia de reacciones del Esquema 14 coincide con la empleada en la
sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol pertenecientes a la serie del 3,5-
dimetilpirazol, detallada en el apartado 3.2. La Unica variacion que presenta es el
reemplazo de la 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida (8a) por la 2-hidroxi-
2-(4-metiltiazol-2-il)propano hidrazida (53b).

Los intermedios 7d, 7h, 7i y 7k son comunes para las dos series y sus respectivas
sintesis ya fueron descritas en los apartados 3.2.1.1, 3.2.1.2, 3.2.1.3. Los intermedios
tiosemicarbazidas, se sintetizaron por tratamiento de los isotiocianatos con la hidrazida
53b empleando como disolvente etanol a reflujo.

Todos los compuestos 54-57 se sintetizaron por ciclacion de la tiosemicarbazida
correspondiente en presencia de acido sulfdrico concentrado acuoso. Los compuestos
54, 55 y 56 necesitaron de una etapa de purificacion tras la neutralizacion de los crudos
con amoniaco (32%). (vease seccion experimental,aptdo: 4.1.3.2).

Los compuestos sintetizados se enviaron a ensayo biolégico para la determinacion

de su actividad biologica tanto enzimatica como en célula entera.
3.3.3. Actividad bioldgica y analisis de los resultados

En la Tabla 8 se describen los valores de 1Csoen InhA y MIC en Mtb (H37Rv) de
los nuevos derivados de 1,3,4-tiadiazol 54, 55, 56 y 57 asi como de los correspondientes

tiadiazoles pertenecientes a la serie del 3,5-dimetilpirazol 12, 16, 19 y 22.
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Tabla 8. Actividades biolégicas de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.

Mtb H37R: Mtb H37R:
Comp. Estructura InhA 1C5o(nM) v Comp. Estructura InhA 1C5o(nM) v
MIC (uM) MIC (uM)

OH H
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El andlisis de los resultados recogidos en la Tabla 8, ha permitido constatar la
relevancia de la region derecha de estas estructuras, en cuanto a actividad en célula
entera se refiere, asi como la eleccion de la molécula con el perfil mas prometedor y

mayores posibilidades de presentar un potencial caracterer antituberculoso.

En primer lugar, por comparacion de los resultados de los nuevos derivados de
1,3,4-tiadiazol 54, 55, 56, 57 con los de los 1,3,4-tiadiazoles pertenecientes a las serie
del 3,5-dimetilpirazol previamente sintetizados 12, 16, 19 y 22, se puede concluir que
como tendencia general el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol como regién derecha procuraba
una mejora en la actividad en célula entera de la molécula. A esta conclusion se habia
Ilegado de manera preliminar comparando los resultados del par de compuestos GSK1,
y 47. Se investigaron las posibles razones de esta mejora pero no se pudo determinar
qué papel desempefiaba el grupo hidroxilo para procurar esa mejora.

Comparando las actividades en célula entera de los compuestos 54, 55, 56 y 57, se
observa el compuesto 56 es el que mayor potencia presenta (MIC < 0.2). Este
compuesto fue el seleccionado para continuar con los estudios de determinacion del

potencial caracter antituberculoso.
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3.3.4. Quiralidad y actividad bioldgica de los enantiomeros 58 y 59

Como se vio en el apartado 3.1, la pareja de enantidmeros 44 y 45 presentaron una
clara diferencia en cuanto a actividad enzimatica como inhibidores de la InhA. Este
hecho puso de manifiesto la relevancia del centro quiral en este tipo de compuestos a la
hora de mostrar actividad como antituberculosos. Con la idea de obtener informacion
acerca de la importancia de la quiralidad en los nuevos derivados, que presentaban el 1-
(4-metiltiazol-2-il)etanol en la region derecha, se procedio a la separacion de los
enantiomeros que conformaban el compuesto 56, sintetizado como racemato y se
determind la actividad de cada uno de los enantiomeros. La separacion se llevd a cabo
por HPLC en columna quiral (véase seccion experimental, aptdo:4.1.3.3). Ambos
enantibmeros 58 y 59 fueron evaluados en los ensayos bioldgicos y claramente el
isdbmero S (58) resulto ser el més potente. Los datos de las actividades enzimaticas y en
celula entera para ambos enantiomeros asi como para el racemato (56) se recogen en la
Tabla 9. La configuracion absoluta fue determinada por la técnica de dicroismo circular

vibracional (VCD) (véase experimental aptdo:4.1.3.3).

Tabla 9. Actividades biolégicas de 56 y de los enantiémeros correspondientes 58 y 59.

NS S N S»/'{\(S N 5>/E<(S
N N N
Estructura R N’\j/ \ﬁ_,{, /A N/\j/ \S_h/, /A N/\J Y,E,_,{, "

Comp. 56 58 59
InhA 1C50(uM) 0.005 0.003 0.086
Mtb H37Rv MIC (nM) <0.2 <0.2 7.8

Estos resultados revelan que el compuesto 58 presenta mayores posibilidades para
llegar a ser un potencial agente antituberculoso. Dicho compuesto se selecciond para
continuar con los estudios biolégicos in vitro con la idea de completar su perfil como

potencial agente antituberculoso y validar su progresion a ensayos biol6gicos in vivo.
3.3.5. Perfil biolégico in vitro del compuesto 58

Cuando un compuesto muestra un perfil de actividad interesante se hace necesario
evaluarlo en otros ensayos in vitro para poder valorar el potencial del compuesto como
un futuro farmaco ya que a parte de actividad bioldgica es importante tener en cuenta

otras caracteristicas del compuesto como son sus propiedades fisicoquimicas y las
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denominadas propiedades ADMET (absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecion y

toxicidad).

Propiedades fisicoquimicas de interés son: clogP, chromlogD (indice
cromatografico de hidrofobicidad), solubilidad (CLND) y union a proteinas presentes en
el suero plasmatico (HSA). Para valorar las propiedades ADMET se emplea el ensayo
de estabilidad en fraccion microsomal en microsomas de raton y humano. Se selecciona
la especie de ratdn por ser la empleada en el modelo de eficacia in vivo y humano por
ser la especie objeto del tratamiento. Como ya se comentd en la Introduccion, para
evitar la aparicion de resistencias, la infeccion de tuberculosis se trata con una
combinacion de farmacos. Con el fin de preveer potenciales interacciones droga-droga
se valora la inhibicion e induccion del citocromo CYP3A4, isoforma mas representativa
del complejo P450. La induccidn se evalta por la activacion del hPXR (receptor nuclear
X pregnano en humanos). La citotoxicidad se determina en una linea celular hepética de
mamifero HepG2 y para valorar el posible efecto cardiovascular se mide la inhibicién
del canal de potasio hERG. Con toda esta informacion el compuesto méas destacado en

esta familia es 58, su perfil bioldgico in vitro se describe en la Tabla 10.
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Tabla 10. Perfil in vitro del compuesto 58.

Compuesto 58 F; ;

y OH
NS = s
M W/k« )
_ N—N N
F

Eficacia in vitro

MIC (M) <0.2
Actividad enzimética InhA 1C5q(uM) 0.003
Propiedades fisico-guimicas

PM 434.08
Indice cromatografico de hidrofobicidad 3.9
(ChromlogD pH=7.4)

Porcentaje de union a alblmina en suero (%HSA) 93.13
Solubility (CLND piM) 269
Propiedades ADME

Inhibicion de P450 3A4 Vivid Red ICso(uM) 15.8
Inhbicién de P450 3A4 Vivid Green ICso(uM) 4.9
Aclarado intrinseco en raton (mL/min/g) 14.2
Aclarado intrinseco en humano (mL/min/g) 2.2
Activacion del receptor X pregnano en humanos Si
Toxicidad

Citotoxicidad en lineas celulares HepG2 (uM) >50
Inhbicion del canal de K, hERG ( pM) >50

Ademas de la eficacia in vitro ya demostrada por el compuesto, éste muestra unas
interesantes propiedades fisico-quimicas a excepcion del indice cromatografico de
hidrofobicidad de valor moderado.

En relacion a las propiedades ADMET, el compuesto no presenta ninguna alerta
de cardiotoxicidad pero si de baja estabilidad microsomal en ambas especies de raton y
humano, asi como inhibicién de los citocromos y activacién del receptor X pregnano.
Teniendo en cuenta que tanto la induccidn de los citocromos, causada por la activacion
del receptor X pregnano, como la inhibicion de los mismos se consideran causas
directas del fendmeno de interaccion farmaco-farmaco, el compuesto 58 presenta un
riesgo considerable de producir interacciones farmaco-farmaco.

Se puede concluir por tanto que el compuesto 58 presenta claras desventajas en
cuanto a estabilidad microsomal y potencial riesgo de provocar interacciones farmaco-
farmaco, lo que dentro del grupo de investigacion plante6 la necesidad de valorar otras

modificaciones estructurales que permitiesen minimizar o eliminar dicho riesgo.
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34. OPTIMIZACION DE LA REGION IZQUIERDA: COMPUESTOS
HETEROAROMATICOS

Una vez identificadas las desventajas del compuesto 58, baja estabilidad
metabolica e interaccion con los citocromos P450, se hizo patente la necesidad de seguir
optimizando la estructura de las moléculas de la serie de los 1,3,4-tiadiazoles con el
objeto de reducir los valores de aclaramiento hepéatico y de interaccién de los
citocromos P450, en especial la inhibicién de los CYP3AA4.

La introduccién de polaridad en la estructura es una de las estrategias utilizadas
en quimica médica para la obtencion de moléculas con mejoradas propiedades
metébolicas. Como ya se comentd anteriormente, la parte izquierda de la molécula
ofrecia més posibilidades de ser explorada que la parte derecha por lo que se decidio
que la introduccion de polaridad en la estructura se llevaria a cabo en la region
izquierda. Se consideraron dos estrategias para conseguir compuestos con una mayor
polaridad: introduccion de sustituyentes polares en el arilo (-NH, -OH, -OR etc) y
reemplazo del grupo arilo por diferentes heterociclos. En relacion a la estrategia de
introduccion de sustituyentes polares, observando la seleccién que se hizo de los
primeros derivados bromados en la exploracién preliminar de esa region (aptdo 3.2.1)
asi como las actividades bioldgicas y analisis de resultados descritos en el aptdo. 3.2.2,
se consideré que las posibilidades de retener la actividad biologica en la primera
estrategia eran menores que con la segunda. Por lo tanto, si bien se podrian seleccionar
otros grupos polares para corroborar esta hipotesis, se decidid priorizar la segunda

estrategia de reemplazo del grupo arilo por ciclos heteroaromaticos.

3.4.1. Sintesis de los 1,3,4-tiadiazoles con piridina como reemplazo del grupo

ariloy 3,5-dimetilpirazol como region derecha

El anillo de piridina fue considerado como el primer reemplazo del benceno en la
estructura. La seleccion de las primeras piridinas se realizd teniendo en cuenta el
analisis de SAR establecido para los bencilpirazoles. Los monémeros de piridina
empleados en este ejercicio se recogen en la Tabla 11, asi como su disponibilidad. Las
modificaciones estructurales llevadas a cabo posteriormente se fueron planteando en
funcién de los resultados de inhibicion enzimatica y en célula entera, obtenidos de

forma paralela.
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Tabla 11. Seleccion de monémeros de piridina.

Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad
c Br Br
Comercial F. c A
60a N 60d S Sintetizado 60f N Sintetizado
ALDRICH N >
— =
Cl
Cl Br Br
C ial
60b X omercia 60e IANZCNV Sintetizado | 60g NNV Sintetizado
ALDRICH | |
N % Yz
Br
60c NN Sintetizado
=

La ruta sintética empleada en la obtencion de estos nuevos derivados, fue la
utilizada anteriormente. Esta propuesta sintética consiste en una ruta lineal de 5 pasos de

reaccion, en la cual se introduce el anillo de piridina en el primer paso de sintesis.

(Esquema 15).
R
' \ ' \
R H \ \
Br _N NaH X % X=
W ) HN\_\7/N7]/ W H NaOH (25% ac.) .
W’X = 4 DMF, 0°C —» 25°C N\/_?/N EtOH , 75°C N\f_\7/NHz
— Z/ 390 —
42%-75% %-cuant.
(42%-75%) (39% ) 62a-62g*
60a-60g 4a 6la-61g
tiofosgeno
NaHCO3 /DCM

(53%-cuant.)

H 87/L o N J ?g(
N - SN
— i /
N= \g [{1 N N\ 1.DCM (anh), 25°C o EtOH, reflujo HoN. N .
N — /Q)* N N

2. HyS0y4, 25°C o POCIj, reflujo H

X 3%-27%
\_y 64-70 (3%-27%) 8a 63a-63g

X=N,Y=C 6 X=C,Y=N
R= descrito en Tabla 11
62d*: 1-((2-etoxipiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina

Esquema 15
Con idea de no perder informacion estructural se llevé a cabo un estudio inicial de
relacion estructura-actividad con el 3,5-dimetilpirazol como parte derecha de la

molécula. Los compuestos fueron sintetizados y evaluados biol6gicamente, los datos

actividad enzimatica asi como los de célula entera se recogen en la Tabla 12.
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3.4.1.1. Reaccion de alquilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a)

La reaccion de alquilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a) se llevé a cabo
empleando hidruro sodico (1.1 eq) como base, el correspondiente haluro
tetrahidrofurano anhidro como disolvente (Esquema 16). Los 3-acetamido-N-
metilpiridin-1H-pirazoles 61a y 61b se sintetizaron a partir de los haluros comerciales
60a y 60D, descritos en la Tabla 11. En los casos de los derivados 61c-61f fue necesaria
la sintesis de los haluros 60c-60f a partir de los alcoholes comerciales correspondientes
(Esquemas 17 y 18). En el caso concreto del derivado 619 la sintesis se llevo a cabo a

partir del aldehido comercial (Esquema 19).

a) Reaccion de alquilacion del 3-acetamido-1H-pirazol.

H
H N N
T P
m +  HN = O
X = ]
YR

THF, 0°C - 75°C =Ny
(42%-75%) v R
60a-60g 4a 6la-61g

X=N,Y=C 6 X=C,Y=N
R= descrito en Tabla 11

Esquema 16

b) Obtencidn de los haluros no comerciales a partir de alcoholes.

1.1 eq. CBry
(N oH 33eqPBry N er [ TOH 1.1 eq. PR NBF
—_— >
N _N YK)I; DCM, 25°C YVI;

THF, 25°C
(60%-cuant.)

0,
(34%) 60c 60d:X=C, Y=N 60d-60f
60f: X=N, Y=C
R= descrito en Tabla 11
Esquema 17 Esquema 18

c) Obtencion de la 2-(bromometil)-3-fluoro-4-metilpiridina (60g) a partir del

aldehido comercial.

F H F F
| X (6] 3eq. NaBH, | X OH 3.3eq.PBrg A Br
=N MeOH, 25°C =N THF, 25°C I _N
(79%) 72 (cuant.) 60g
Esquema 19

Las condiciones dréasticas de hidrolisis del grupo acetamido suponen un problema
en la utilizacién de ciertos grupos funcionales, un ejemplo es el caso en el que el anillo

de piridina presenta un sustituyente haluro en posicion o al &tomo de N del ciclo (60d).
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En este caso tiene lugar la reaccion de sustitucion nucleofila del flaor por el grupo
etoxilo dando lugar a la 1-((2-etoxipiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina (62d)
(Esquema 21). Con el fin de evitar esta reactividad no deseada se opt6 por el empleo del

grupo protector ftalimido que se habia explorado como alternativa en el apartado

3.2.1.2. (Esquema 20).
-
N

[¢] F [0) [¢] E
N- 1.2 eq. K,COs3 N- ~ N
NH NN g 1289 KCOs Nm N
CQN@ + ©/\ ' ACN, reflujo C[IéN@ F \ N + GQNM
o) o O
34a 60d 73: (62%) 74: (26%)

Esquema 20

Hay que recordar que el inconveniente que se plantea con el uso del grupo
ftalimido como grupo protector es la falta de regioselectividad de la reaccion de
alquilacion (Esquema 20). Los regioisdbmeros se obtuvieron en una proporcién

aproximada de (5:2) a favor del regioisomero deseado (73).

Todos los compuestos obtenidos en la reaccion de alquilacion del 3-acetamido-N-
1H-pirazol, 61a-61g y del 3-ftamilido-N-1H-pirazol, 73-74, asi como los bromuros no
comerciales 60c-60g y el alcohol 72, fueron caracterizados por sus datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de masas

(MS). (véase seccion experimental).

3.4.1.2. Reaccion de desproteccion de los 3-acetamido-N-bencilpirazoles 61a-61g

Las aminas 62a-62g se sintetizaron a partir de los correspondientes
acetamidopirazoles 61a-61g por desproteccion del grupo amino con hidréxido sodico
acuoso (25%) en etanol, calentando a 75°C (Esquema 21). Las aminas resultantes fueron
aisladas mediante extraccion de la fase acuosa con un disolvente organico,

diclorometano o acetato de etilo, tras eliminacion del etanol en condiciones de presion

reducida.

R

2

e YA

X H NaOH (25% ac.) X
N\E/N\”/ EtOH , 75°C Nb/NHz

O (39%-cuantit.)

6la-61g 62a-62g*

X=N,Y=C 6 X=C, Y=N
R= descrito en Tabla 11
62d*:1-((2-etoxipiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina

Esquema 21
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Como ya se describio en el apartado 3.2.1.2, en la mayoria de los casos trato de
evitarse la purificacion, minimizando el manejo y la exposicion a los compuestos que

contenian la fraccion del 3-aminopirazol.

La obtencion de la 1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina (62h), se
obtuvo a partir del intermedio 73 por desproteccion del grupo amino. La desproteccién

se llevé a cabo con hidracina monohidrato en etanol a reflujo® (Esquema 22).

NHoNHp H,0 /N\N/Ij
©:‘<l< Xj EtOH reflujo HZNM F \ N/
(95%) 62h

Esquema 22

En este caso fue necesaria la purificacion del compuesto 62h, que fue
caracterizado por sus datos espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén

(*H-RMN) y de masas (MS), descritos en la seccién experimental.

3.4.1.3. Sintesis de los isotiocianatos 63a-63h

La preparacion de los isotiocianatos 63a-63h se realizd a partir de las
correspondientes aminas 62a-62h en presencia de tiofosgeno en diclorometano y
empleando bicarbonato acuoso saturado como base®® (Esquema 23). A excepcién del
isotiocianato 63b, que se purificd por cromatografia en gel de silice, los isotiocianatos
intermedios se aislaron por simple separacién de fases y concentracion del extracto
organico, siendo empleados en el siguiente paso de la sintesis sin purificacion adicional
previa.

o _<NJ /\@R tﬁgﬂf;gfgﬂ(zat, ac) S—C—N @/\){?R

(cuantitativo)
62a-62h 63a-63h

X=N,Y=C 6 X=C,Y=N
R= descrito en Tabla 8

Esquema 23

Todos los isotiocianatos sintetizados fueron caracterizados por sus datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de masas
(MS).
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3.4.1.4. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol 64-71

La obtencidn de las nuevas estructuras de tiadiazol se consiguié en dos pasos de
reaccion (Esquema 24).

0 V=
H S=c—,, N H H m
N. N, =N—¢z "N X, N N NS N~
m NHy @%T DOMZTG 7T
— S = s
o =R /:(
R—y X
"

8a 63a-63h
H
N S.
N=" ¢ W/LN,N
( - POCI;,100°C
O

R4 (3%-27%)
e 64-71

Esquema 24

La propuesta sintética es la misma que la empleada en la obtencion de los
derivados de 1,3,4-tiadiazol previamente sintetizados, descrita en el Esquema 10. Las
tiosemicarbazidas intermedios, se sintetizaron por tratamiento de los isotiocianatos 63a-
63h con la 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida (8a) en diclorometano a

temperatura ambiente®.

Como se describi6 en el aptdo 3.2.1.4, el empleo de &cido sulfarico concentrado
acuoso como medio &cido dio lugar a la sulfonacion del bencilo en aquellos casos en los
que el anillo estaba activado frente a la sustitucion electréfila aromatica. Teniendo en
cuenta esta experiencia previa se empled el oxicloruro de fésforo (acido de Lewis) en
condiciones de reflujo®.Tras la eliminacién del oxicloruro de fésforo a presion reducida
y purificacion se obtuvieron los compuestos 64-71. En todos los casos los compuestos

necesitaron de una etapa de purificacion descrita en la seccidn experimental 4.1.4.5.

Todos los derivados de tiadiazol sintetizados (64-71) fueron aislados, purificados
y caracterizados por sus datos espectroscépicos de masas y de resonancia magnética

nuclear de protdn.
3.4.2. Actividad biologica, estabilidad microsomal in vitro y analisis de los
resultados

Aparte de los ensayos enzimaticos de inhibicion del enzima InhA e inhibicion del
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ensayo en célula entera) de los

compuestos, los estudios bioldgicos se completaron con el ensayo de inhibicidn
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enzimatica de los CYP3A4 y con el ensayo de estabilidad microsomal in vitro,
calculando el aclaramiento de los compuestos en las especies de ratén y humano. La
metodologia de estos ensayos ha sido descrita en el apartado 4.2. de la seccion
experimental.

En la Tabla 12 se recogen los valores de actividad enzimatica frente a InhA (1Csp)
asi como los valores de actividad en célula entera, valores de inhibicion de los CYP3A4
y valores de aclaramiento. La tabla se complet6 con los valores de clogP, pardmetro

utilizado como medida de la lipofilia.
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Tabla 12. Resultados bioldgicos de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.

aclaramiento |aclaramiento
InhA  [Mtb H37Rv in vitro invitro | 1Cso CYP450 | IC5, CYP450
Comp. Estructura clogP N .
1C5o(LM) | MIC (uM) (ml/min- g) | (ml/min- g) |3A4VR (uM) |3A4VG (uM)
ratén hombre
A0y
GSK1 R N\J N—N — 0.002 1.0 4.04 14.9 24 1 25
T
H
N N\«SYLN/N\
15 FE ; N\J N—N = 0.006 2.0 3.89 26.3 4.2 25 3.2
H
/N\ N\«SWJ\N/N\
16 R N\J N—N = 0.003 0.4 4.03 30.1 4.0 5 6.3
H
NS N
N/N\ ~ YLN S
64 N — N—=N = 0.299 313 2.42 nd n.d 5.8 13.2
\_/
H
NS N
N \« )/LN A
65 N N=N — 0.033 >31.3 2.30 nd n.d 6.2 8.0
N\ 7/
H
N N\«SYLN’N\
66 N\J N—N — 0.041 15.6 247 10.4 1.9 7.2 10.3
N—
5
H
/N\ N\«SW/LN/N\
67 R NJ N=N = 0.015 40 3.26 nd nd 24 10.1
\_ /"
R__s N
et
68 _ = 0.017 2.0 2.75 103 nd 29.1 16.6
A
B s N
N "
69 — = 0.048 16.0 3.82 n.d n.d 15.1 3.2
\
cl
H
N S))\ N
EtO N/\Nj \ﬁ_,(, N_\
70 _ = 0.954 >31.2 3.32 n.d n.d 5.1 5.1
N\ 7
H
Ne N\«SW/LN/N\
Z B N N\J NN )= 0.021 20 3.06 239 38 308 9.7
N7

El andlisis de los resultados reflejados en la Tabla 12, ha permitido evaluar el

efecto del reemplazo del anillo de benceno por piridina en el potencial caracter
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antituberculoso de los compuestos, para favorecer la comparativa entre ambas regiones
izquierdas se incluyen en la tabla los compuestos 15 y 16 con los resultados biol6gicos
correspondientes.

En primer lugar comparando los datos de inhibicién enzimatica de InhA de los
compuestos 15, 22, y 39 (Tabla 5) con los compuestos 64, 65, 67, 68 y 71, es claro que
el reemplazo del benceno por el heterociclo de piridina acarrea una disminucion de la
actividad enzimatica. En cuanto al estudio de SAR, por comparacion de los resultados
de los compuestos 64 y 65 con los compuestos 68 y 71 respectivamente se hace patente
que la presencia de un grupo haldégeno en posicion orto favorece la interaccién
enzimatica. Esta apreciacion se observo también en el caso en el que el benceno
constituia la region izquierda de la estructura. Los compuestos con un sustituyente
haluro en posicion orto reportaron los mejores valores de ICsy a excepcion del
compuesto 69. Este compuesto presenta un dtomo de cloro en posicién para, al igual
que en el caso de los arilos este tipo de sustitucion conlleva una pérdida en la actividad
tanto a nivel enzimatico como en célula entera. En cuanto a la disustitucion en el anillo
de piridina con grupos fldor y metilo en posiciones 3 y 4, derivado 67, también mostro
un valor interesante en el ensayo de inhibicion enzimatica. Este derivado junto a los
comentados anteriormente con sustitucion 3-F (68) y 2-F (71) son los mejores
compuestos de esta serie. En cuanto a la actividad en en el ensayo de inhibicion del
crecimiento celular de la micobacteria cabe destacar los compuestos 67, 68 y 71 que
presentaron los mejores valores de MIC en esta serie, todos ellos con un sustituyente
flior en posicion orto. A pesar de ser los derivados mas activos de esta serie no
consiguieron alcanzar las unidades de submicromolar en célula entera, que se habian

alcanzado en la serie de los bencilpirazoles descrita en el capitulo anterior.

La estrategia del empleo de la piridina como region izquierda tenia como objetivo
reducir la lipofilia aumentando la polaridad con idea de mejorar la estabilidad
microsomal in vitro y reducir la inhibicion de los CYP3A4. Por comparacion de los
valores de clogP de los compuestos 71 y 68 con los compuestos 15 y 16, se concluye
que la introduccion del atomo de N de la piridina disminuye considerablemente la
lipofilia de la molécula. Por otro lado los compuestos 66, 68 y 71, progresados al ensayo
de estabilidad microsomal in vitro presentaron unos valores de aclaramiento en raton
mejorados con respecto al compuesto 15. Con respecto a la inhibicion de los CYP3A4,

no se encontrd un efecto claro al empleo de la piridina como region izquierda.
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De este ejercicio de SAR preliminar se concluye que el uso de la piridina como
region izquierda en la estructura reduce la lipofilia de la molécula consiguiendo una
mejora en el aclaramiento de los compuestos, si bien, la interaccién enzimética para
lograr la inhibicion de InhA se ve afectada negativamente. Con la idea de mejorar el
perfil tanto bioldgico frente a TB como farmacocinético se considerd oportuno sintetizar
nuevos derivados utilizando en este caso el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol como region

derecha.

3.4.3. Sintesis quimica de los 1,3,4-tiadiazoles con piridinas como reemplazo del

grupo ariloy 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol como parte derecha

La sintesis de nuevos derivados se llevo a cabo siguiendo la propuesta sintética
descrita en el aptdo 3.4.1. (Esquema 15). En el caso de los nuevos derivados se
reemplazé la 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida (8a) por la 2-hidroxi-2-
(4-metiltiazol-2-il)propanohidrazida (53b). La seleccion de piridinas se realizo teniendo
en cuenta el andlisis de SAR llevado a cabo en la serie de los 3,5-dimetilpirazoles (aptdo
3.4.2). En la Tabla 13 se recogen todos los monomeros utilizados asi como su
disponibilidad.

Tabla 13. Mondémeros seleccionados para el ejercicio de exploracion.

Comp. Estructura Disponibilidad Comp. Estructura Disponibilidad Comp. Estructura Disponibilidad
Br Br Br
Comercial
60e F. Sintetizado 60 F Sintetizado 75a S
| SN intetz g | SN intetiz N CHEMBRIDGE
= = F
OMs OMs Cl
F N F. S Comerecial
75b Sintetizado 75¢ NN Sintetizado 75d N
_ | | P ALDRICH
NS F
F

A continuacién se revisan cada una de las etapas de la sintesis de los 1,3,4-
tiadiazoles derivados asi como la obtencion de los mesilatos no comerciales empleados

en el primer paso de la ruta sintética.

3.4.3.1. Sintesis de los mesilatos 75b-75c¢

La sintesis de estos compuestos se llevd a cabo siguiendo procedimientos
generales descritos en la literatura. Todos los intermedios sintetizados descritos en el

Esquema 25, fueron aislados, purificados y caracterizados por sus datos
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espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de masas
(MS).

N OH 5 1 eq. ELN 3eq.NaBH, 1.2 eq. EtsN NG~ om
S0 11eqoicojy H00°C /EI\OH 1.1 CISO,CH, /Er s
AN THF, -10°C HCI (1N) 7 DCM, 0°C  F~ > F

F F
(42%) (78%)
76b 75b
H

N 1eq. Et3N N N 1.2 eq. Et3N N
7 1.1 eqBuli (N0 3eaNaBH, T OH sicisocH; D
ANg ERO, -78°C N MeOH, 25°C g DCM, 0°C NS
E : (97%) F F

77 76¢c 75¢

Esquema 25

3.4.3.2. Reaccion de alquilacion de los 3-acetamido-N-1H-pirazoles 4a-4b y del
3-ftalimido-N-1H-pirazol (34a)

La reaccion de alquilacion de los 3-acetamido-N-1H-pirazoles 4a y 4b se llevd a
cabo empleando hidruro sodico (1 eq.) como base, el correspondiente haluro o mesilato

(Tabla 13) y tetrahidrofurano (anhidro) o dimetilformamida (anhidra) como disolvente

(Esquema 26).
s
g My
NX 4 Ne N\Y( NaH (1 eq.) N_L o
|/\¢N HN\;[ O  THF 6 DMF 0°C -->75°C = N R
R R (25%-62%) NS
R
75a-75¢, 75e 4a:R"=-H 78a-78c, 78e

4b:R"=CHjs
R: definido en la tabla 13

Esquema 26
En el caso concreto de la 2-(clorometil)-6-fluoropiridina (75d), con el sustituyente
F en posicién o al N del ciclo (Tabla 13), se llevé a cabo la alquilacion sobre el 3-
ftalimido-N-1H-pirazol (34a) y asi evitar la formacién de productos secundarios
derivados del desplazamiento del &tomo de flGor. La reaccion de alquilacion se describe

en el Esquema 27, dando lugar al compuesto 79d.

o)
0
NaH (1 eq.) Ne N
A Br NN : N,\j
| 5 HNJ Y THF 6 DMF 0°C —-> 75°C o

_N
(31%) 7

F 75d 34a

Esquema 27
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La reaccion de proteccion del pirazol con el grupo ftalimido presentaba como
principales inconvenientes la falta de regioselectivad y la dificil separacion de los
regioisdbmeros formados, como consecuencia se aislé y caracterizd el regioisomero

deseado (79d) con bajo rendimiento.

3.4.3.3. Reaccion de desproteccion de los 3-acetamido-N-(1-(piridin-2-ilmetil)-
1H-pirazoles (78a-78c)

Las aminas 80a y 80f se sintetizaron a partir de los intermedios 78a y 78b por
desproteccién del grupo amino con hidroxido sédico acuoso (25%) en etanol,
calentando a 75°C (Esquema 28). Las aminas resultantes fueron aisladas mediante
extraccion de la fase acuosa con un disolvente organico, diclorometano o acetato de
etilo, tras eliminacion del etanol en condiciones de presion reducida (véase aptdo

experimental: 4.1.4.4).

R
7 A 7 A
N= NaOH (25% ac.) N
N H —_— N

N\_\7/N EtOH , 75°C Ny —NH;
78a: R= 3-CHj; 80a:R= 3-CHg, (cuantitativo)
78b: R= 3-F, 5-F 80f: R= 3-F, 5-OFt, (88%)
Esquema 28

En la desproteccion del intermedio 78b se obtuvo como producto la 1-((5-etoxi-
3-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina (80f), resultado de la sustitucion del

atomo de fldor en posicion para por el grupo etoxilo.

El compuesto 80d se obtuvo a partir del intermedio 79d, por desproteccion del
grupo ftalimido. La desproteccidn se llevé a cabo con hidracina monohidrato en etanol a

reflujo® (Esquema 29).

N\N NH2NH2 Hzo N /N\N \ oS
EtOH reflujo Ha AQAR N~/
1 R2

Ro (48%)
8od

Esquema 29
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Para completar el SAR propuesto, fue necesario definir una alternativa a las
condiciones bésicas estandar empleadas en la desproteccion del grupo amino. Se evaluo
la posibilidad de desproteger el grupo amino en condiciones acidas. El uso de HCI (aq,
2N) utilizando dioxano (anhidro) como disolvente a 60°C, se convirtid en una
alternativa valida para la obtencion del compuesto 80b, sin embargo, en el caso en el
que el sustituyente F estaba en posicion -para al N no se obtuvo el producto deseado
sino el intermedio, 2-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)-3-fluoropiridin-4-ol (Esquema
30), resultado de la sustitucion del atomo de fltor en posicién 4 por el grupo hidroxilo,

80g. EI compuesto 80e también se obtuvo empleando esta alternativa de desproteccion.

R4

R4
O R
Rz ¢ 2

L Ny = HCI (2N, aq) AN
= N~ Rz  dioxano, 60°C R’ Rs

R’

78b:R;=F, R,=H, R:=F, R'=H 80b:R;=F,R,=H,Rs=F, R"=H; (87%)

78c¢:R:=F, R,=F, Rs=H, R"=H 809g:R;=F,R,=-OH,R3=H, R"=H; (cuantitativo)

78e:R;=F, R,=H, Rz=H, R"=CH, 80e:R;=F,R,=H,R3=H, R"=H; (41%)
Esquema 30

A pesar de ser obtenidas de manera inesperada, las aminas 80f y 80g se utilizaron
como materiales de partida de la siguiente etapa sintesis.

Todos los aminas descritas en esta seccion (80a-80b, 80d-80g) fueron
caracterizadas por sus datos espectroscOpicos de resonancia magnética nuclear de
protén (*H-RMN) y de masas (MS).

3.4.3.4. Sintesis de los isotiocianatos 81a-81b y 81d-81h

La preparacion de los compuestos 81a-81b y 81d-81g se realiz6 a partir de las
correspondientes aminas en presencia de tiofosgeno en diclorometano y empleando
bicarbonato acuoso saturado como base® (Esquema 31). Los isotiocianatos se aislaron
por simple separacion de fases y concentracion del extracto organico, siendo empleados
en el siguiente paso de la sintesis sin purificacion adicional previa.

- R tiofosgeno No ~ R
H2N—<NJ/\,\}(> NaHCOs(sat, ac) S:C:N—d/\,\@

DCM

80a-80b, (50%-98%) 81a-81b,
80d-80g 81d-81g

Esquema 31
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Todos los isotiocianatos descritos (81a-81b, 81d-81g) fueron caracterizados por
sus datos espectroscépicos de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de
masas (MS).

3.4.3.5. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol (82-89)

La obtencion de las nuevas estructuras de tiadiazol se consiguio en dos pasos de

reaccion. (Esquema 32).

\R 6 EtOH reflujo

OH |, S=¢ J\éj\
=N N . o
E\S/W/ﬁ/N\NHZ R m /\K/\Y DCM, 25°C /\(\ \j \[(
N O
53b

63e, 639
8la-81b
81d-81g
H OH
N S
/'\\‘j/ ~ s H,S04(ac, conc)
N - |
= NNy (4%-68%)
RV 82-89

Esquema 32

En general, los intermedios tiosemicarbazida, se sintetizaron por tratamiento de
los isotiocianatos 63e, 63g, 8la-81b y 81d-81g con la 2-hidroxi-2-(4-metiltiazol-2-
il)propanohidrazida (53b) en diclorometano a temperatura ambiente (Esquema 32),
pudiendo ser también obtenidos empleando como disolvente etanol a reflujo. Los
derivados de 1,3,4-tiadiazol (82-89) se sintetizaron por ciclacion de la tiosemicarbazida
correspondiente en presencia de 4acido sulfirico concentrado acuoso. Todos los
compuestos necesitaron de una etapa de purificacion tras la neutralizacién de los crudos
con amoniaco (32%) seguida de una extraccion en con disolvente orgénico (acetato de

etilo o diclorometano) (véase aptdo:4.1.4.4 de la seccidén Experimental).

Todos los derivados de 1,3,4-tiadiazol sintetizados fueron caracterizados por sus

datos espectroscépicos de masas y de resonancia magnética nuclear de proton.
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3.4.4. Actividad biologica, estabilidad microsomal in vitro y analisis de los

resultados

A continuacion, al igual que en el apartado 3.4.2, se discuten los resultados

bioldgicos de los nuevos derivados.

En la Tabla 14 se recogen los valores de actividad enzimatica frente a InhA (1Csp)
asi como los valores de actividad en célula entera, valores de inhibicion de los CYP3A4
y valores de aclaramiento. La tabla se completé con los valores de clogP.
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Tabla 14. Resultados bioldgicos de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.

aclaramiento [aclaramiento
1C5, CYP450 |IC5, CYP450
. RO InhA  |Mtb H37Rv log P in vitro in vitro 5;A4VR 5;A4VG
omp. structura (o [o]
- 1Cso(uM) | MIC (uM) e (ml/min- g) | (ml/min- g) (M) (M)
raton hombre K W
" OH
y s»)<(s
N,
56 | R NJ Y&-rﬂ ,‘Q‘Z 0.005 <0.2 2.15 7.0 1.7 10 6.3
ot
H
67 N2 = 0.015 4.0 3.26 n.d n.d 24 10.1
\ A
"
S
68 F__ M= NN = 0.017 2.0 2.75 10.3 n.d 29.1 16.6
N\
" OH
; N'N:rN\«s/ v
82 — N—N N 0.022 1 233 1.9 0.2 427 16.3
N\
" OH
S
N, N\« )/‘<«S/
83 R \j N—=N N 0.007 3.9 2.72 2.6 0 >50.1 17.8
\ N
" OH
v A
= \ / \ /)
84 N\;]/ N—N N‘z 0.004 0.5 2.23 3.9 0.4 5.9 9
\_/
" OH
e
S \ /) \
85 N \j N=N N‘Z 0.014 1 2.72 3.2 0.1 37 17.6
N\ 7
" OH
N e
86 _ N—N N 0.039 1.9 2.53 25 <0.5 37.1 11.7
N\
" OH
N_ S S
87 _ = 0.054 3 247 nd n.d >50.1 224
\
EtO
" OH
N__s s
] /\Nj/ \g_m%
88 _ = 0.127 15.6 2.53 n.d n.d 20.9 6.8
N\
EtO
" OH
O
89 — N—N N >1 >31.2 1.75 n.d nd >50.1 >50.1
O NH
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Por comparacion de los datos enzimaticos de los compuestos 82 y 83, con los
datos de sus analogos pertenecientes a la serie del 3,5-dimetilpirazol, 68 y 67
respectivamente, no parece clara la influencia del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol en la
interaccion enzimatica con InhA, ya que se obtuvieron valores enzimaticos similares
para ambas parejas de compuestos. Observando las actividades en célula entera, se
considera que los valores son del mismo orden. Para la pareja de compuestos 67 y 83 las
actividades en célula entera resultaron idénticas. A priori la comparacion de los

resultados de potencia entre estos compuestos no permitia sacar ninguna conclusion.

Si bien, como se muestra en la . -
. ., 20
Figura 35, la correlacion entre 1Csq y oo -
= 10
. = 2 _
MIC es mucho mejor para los 2. r=0.515
. . . S 4
derivados pertenecientes a la serie que 2 .
A g2 o-& W pirazoles
presentaba el  1-(4-metiltiazol-2- g tiazoles

il)etanol en su parte derecha que para 06

la serie que presentaba el 3,5- 04

0.004 0.006 0.01 0.02 0.04 0.06 0.1 0.2 0.4
dimetilpirazol en esa region. IhA 1C50 (M)
Figura 35

A pesar de que el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol no mejoraba la interaccion
enzimatica, parece claro que procuraba una mejora a nivel de célula entera. Como
tendencia general se observo que para actividades enzimaticas similares, las actividades
en célula entera resultaron ser mejores en aquéllos compuetos que presentaban el 1-(4-
metiltiazol-2-il)etanol como parte derecha. Esta conclusion se apoya en el hecho de que
aparte de la interaccion con la enzima existen numerosos factores involucrados en la
inhibicion del crecimiento de la micobacteria tales como la lipofilia, la solubilidad, la
capacidad de union a proteinas, etc. Con el objetivo de analizar la influencia de estos
factores en la inhibicion del crecimiento de la micobacteria y entender las distintas
correlaciones entre la actividad enzimatica y la actividad en cultivo celular mostradas
por las series, se estudio la relacion entre el valor de la MIC frente a distintos
parametros. Los pardmetros seleccionados fueron: el logP, como medida de la lipofilia,
el area total de la superfie polar (TPSA) y la permeabilidad en membrana artificial
(AMP) como medidas de la capacidad de los compuestos para permear las membranas

celulares. El estudio se llevo a cabo analizando las graficas descritas a continuacion.
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Figura 36. MIC vs clogP

En el caso de la lipofilia (Figura 36), no existe una correlacion clara entre la
potencia y los valores de clogP. Se puede observar en el grafico que los compuestos mas
activos de la serie del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol muestran valores de clogP préximos a
2, un valor de clogP < 2 es considerado adecuado para evitar problemas de citotoxicidad
a nivel de la membrana'®. En cuanto a la serie del 3,5-dimetilpirazol, los derivados
presentaron un rango de valores de clogP mas amplio sin guardar ninguna relacion con

la potencia.

A pesar de no encontrar una dependencia directa entre la actividad y la lipofilia en
ninguna de las dos series objeto de estudio, se puede concluir que el cambio estructural
del 3,5-dimetilpirazol por el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol no s6lo mantiene la potencia en
célula entera sino que proporciona a las moléculas un perfil de lipofilia adecuado para

poder llegar a ser farmacos.

Con respecto a la permeabilidad, no se disponia de valores experimentales
necesarios para hacer el analisis completo. En su lugar se utilizaron valores tedricos de
permeabilidad de membrana artificial (AMP) y del area total de la superficie polar
(TPSA) obtenidos mediante célculos in silico del modelo de permeabilidad desarrollado
en GSK.
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Las graficas obtenidas se representan a continuacion en las Figuras 37 y 38.

pirazol pirazol
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Figura 37. MIC vs AMP Figura 38. MIC vs tPSA

Como se muestra en las Figuras 37 y 38, al igual que ocurria con la lipofilia no
fue posible encontrar una correlacion entre los valores de MIC presentados por los
derivados del 3,5-dimetilpirazol y los pardmetros de permeabilidad estudiados. Sin
embargo, en la serie del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol si se encontrd una correlacion lineal

clara en ambos casos.

En el caso de la AMP, la correlacion con la MIC en la serie del 1-(4-metiltiazol-2-
il)etanol sigue la tendencia esperada, a mayor capacidad del compuesto para atravesar la
membrana de la micobacteria, menor concentracion total de compuesto se requiere para

lograr el mismo efecto de inhibicidn, presentando menor valor de MIC.

En cuanto al area total de la superficie polar se encuentra descrito en la literatura
el rango de valores Optimo para esta propiedad. Como tendencia general, las moléculas
con una superficie polar de mas de 140 (A)? suelen presentar una pobre permeabilidad
de las membranas celulares mientras que las moléculas capaces de penetrar la barrera
hematoencefalica, suelen requerir una  superficie polar menor de 90 (A)* %
Observando la visualizacion de la TPSA para las dos series, a medida que la superficie
polar aumenta, disminuye la potencia en célula entera como consecuencia de la pérdida
de permeabilidad a través de la membrana de la micobacteria. En el caso de los
derivados del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol, de nuevo se encuentran en el espacio fisico-

quimico deseado.
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Analizando las graficas del estudio, se observa que los derivados del 3,5-
dimetilpirazol presentaban un amplio rango de valores de solubilidad y lipofilia. Se trata
de una seleccidn heterogénea en cuanto a estas propiedades se refiere; mientras que la
serie del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol estaba constituida por un grupo mas homogéneo de
compuestos, con valores similares de propiedades-fisicoquimicas. Este hecho podria
explicar la falta de correlacion entre los valores de potencia enzimatica y potencia en
célula entera que presentaba la serie del 3,5-dimetilpirazol (Fig.35).

Por otro lado la serie del 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol ademés de presentar
interesantes valores de actividad en célula entera, presenté un perfil méas balanceado. Se
trataba de compuestos potentes, solubles y con valores de lipofilia y permeabilidad en el
rango considerado Optimo para el desarrollo de un farmaco. Por ello se decidio

continuar con la sintesis y el estudio de los derivados de esta serie.

Una vez identificados los mejores compuestos en cuanto a potencia y propiedades
fisico-quimicas, el siguiente paso fue el andlisis de los parametros de estabilidad
metabdlica e interaccion con los CYP3A4, que habian sido identificados como claras

desventajas del compuesto 58, derivado mas avanzado del proyecto.

En relacion a los resultados de estabilidad microsomal, a diferencia de los
compuestos 66, 68, 71, 15 y 16, los nuevos derivados 82, 83, 84, 85 y 86, mostraron
unos mejores valores de aclaramiento, inferiores a 1 mL/min-g en humano e inferiores a

4 mL/min-g en ratén. EI compuesto 82 presentd el mejor valor de aclaramiento en raton.

En cuanto a los datos de inhibicion de los citocromos 3A4, no se puede establecer
un SAR claro con los compuestos evaluados al igual que ocurria en el caso de los 3,5-
dimetilpirazoles. De los compuestos recogidos en la tabla, cabe destacar los
compuestos 82, 85 y 86 que mostraron una inhibicion moderada frente a los dos
subtipos CYP3A4 (vivid red y vivid green) a la vez que presentaron valores interesantes

de potencia.

Comparando los valores de actividad de célula entera, estabilidad microsomal e
inhibicién de los CYP3A4, se identificé el compuesto 82 como el derivado mas

prometedor de la serie.
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3.4.5. Quiralidad y actividad bioldgica de los enantiémeros 90 y 91

La separacion de los enantibmeros que conformaban el compuesto 82,
sintetizado como racemato, se llevé a cabo por HPLC en columna quiral (véase
aptdo:4.1.2h de la seccion Experimental). Ambos enantibmeros 90 y 91 fueron
evaluados en los correspondientes ensayos biologicos para determinar su actividad tanto
enzimética como en célula entera. El isomero S correspondiente al derivado 90 result6
ser claramente el mas potente. Los datos de las actividades enzimaticas y en célula
entera para ambos enantiomeros asi como para el racemato (82) se recogen en la Tabla
14. La configuracion absoluta fue determinada por la técnica de dicroismo circular

vibracional (VCD) (véase seccion experimental aptdo: 4.1.2.8).

Tabla 14. Actividades bioldgicas del racemato 82 y los enantidmeros correspondientes 90 y 91.

" OH " OH " eH
N 3»)<(S N 5»/'{\‘(3 Ne S\ XK s
N \( N N
N "¢ ) 4 <~ X J 4 N ) 4
Estructura K N\;/ N—N N\Z F NJ N—N N1 |& N N—N N
N N N

\_7 \_7 N\~
Comp. 82 90 91
1Cs50(pM) 0.022 0.005 0.399
Mtb H37Rv MIC (uM) 1 <05 31.2

Comparando los perfiles biologicos de los distintos pares de enantiomeros
descritos en esta memoria, se observa que segin se incorporan nuevas modificaciones
en la region izquierda del 1,3,4-tiadiazol los perfiles de los isdbmeros S y R son

claramente maés diferenciados.

Observando los datos recogidos en la Tabla 14 se decidid seleccionar al
compuesto 90 para completar su perfil biolégico in vitro y evaluar sus posibilidades

como potencial agente tuberculoso.
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3.4.5.1. Perfil biologico in vitro del compuesto 90

Tabla 15. Comparacion de los perfiles bioldgicos de los compuestos 90 y 58.

H OFj\‘ H s OE“ s
N N\«SMS/ /N\ N\« »/k« )
Estructura R N\J N—N N~Z R N\J N=N N
- ol
Compuesto 58 90
Eficacia in vitro
MIC (uM) <0.2 0.5
Actividad enzimatica InhA IC5o (M) 0.003 0.005
Propiedades fisico-quimicas
PM 434.08 417.08
Indice cromatogréfico de hidrofobicidad 3.9 263
(ChromlogD pH=7.4) ’ '
Porcentaje de union a alblmina en suero (%HSA) 93.13 nd
Solubility (CLND pM) 269 > 396
Propiedades ADME
Inhibicién de P450 3A4 Vivid Red IC5o (M) 15.8 >50.11
Inhbicién de P450 3A4 Vivid Green IC5o(uM) 4.9 31.6
Aclarado intrinseco en ratén (mL/min/g) 14.2 2.4
Aclarado intrinseco en humano (mL/min/g) 2.2 0.3
Activacion del receptor X pregnano en humanos Si Si
Toxicidad
Citotoxicidad en lineas celulares HepG2 (M) >50 >50
Inhbicion del canal de K, hERG ( uM) >50 >50

n.d: no determinada

Comparando el derivado 90, enantiomero S del compuesto 82, con el mejor

derivado de la serie de los bencilpirazoles, derivado 58, se observa una mejora clara en
los parametros de propiedades ADMET. Los aclaramientos intrinsecos valorados por la
estabilidad en fraccion microsomal fueron significativamente menores, al igual que los
valores de inhibicion de los citocromos 3A4 que se redujeron en un orden de magnitud.
En cuanto a cardiotoxicidad no se encontrd ninguna alerta y las propiedades fisico-
quimicas mejoraron ligeramente con respecto al compuesto 58. Al igual que el
compuesto 58, el compuesto 90 resultd ser un activador del hPXR. A pesar de ésto se
puede extraer por comparacion de ambos perfiles que el compuesto 90, era de los dos el
compuesto mas balanceado y candidato a seguir avanzando en la cascada de progresién
de la serie.

Este derivado se progresé a estudios in vivo para valorar los niveles de exposicion,
pero debido a problemas en la formulacién del producto, las diferentes evaluaciones del
perfil farmacocinético en la especie de raton no presentaron los niveles de exposicion

esperados teniendo en cuenta los parametros obtenidos in vitro.
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Continuando con la estrategia de reemplazo del arilo por el anillo de piridina se
siguio trabajando en la optimizacion de la estructura mediante la estrategia de
introduccién de anillos heteroaroméaticos de 5 miembros como reemplazo del grupo
arilo en la molécula de referencia GSK1. Este ejercicio de optimizacion se describe en

el siguiente capitulo.
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3.5. OPTIMIZACION DE LA REGION IZQUIERDA: OTROS
HETEROCICLOS

3.5.1. Sintesis quimica de otros heterociclos como reemplazo del grupo arilo

A la vista de los resultados de los compuestos descritos en la Tabla 13 se puede
concluir que el reemplazo del benceno por el heterociclo de piridina es un reemplazo
admitido y capaz de generar compuestos competitivos en términos de potencia y
también de estabilidad. Es por ello, que se decidi6 continuar la estrategia de
introduccion de polaridad mediante el reemplazo del benceno por diferentes

heterociclos.

La seleccion se llevo a cabo teniendo en cuenta el estudio de SAR realizado en las
series anteriores, la accesibilidad sintética de los mondémeros de partida fue también un
factor que condiciond este ejercicio de exploracion. Atendiendo a estos criterios se
seleccionaron diferentes heterociclos comerciales. Se consideraron también sistemas
benzocondensados, 92d, 92e y 96h, no explorados en las series anteriores. Los reactivos

de partida se recogen en la Tabla 16.

Tabla 16. Seleccién de heterociclos.

Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad | Comp. Estructura Disponibilidad

N

NH,
Cl N N 2
N Comercial cd | Cl Comercial /:(\ \:7/ Comercial
92a /B 92d < nei 96h N__N
HCI MAYBRIDGE ALDRICH U UKRORGANICS
S =

Cl cl Ny -NHz
_'N\ Comercial Comercial N\j/ Comercial
92b NP 92e N 96g N/ \ =
| \II\I

ACROSS APOLLO UKRORGANICS
X

cl Br NoQ
| comerci )e
02¢ Y omercia 92f 4 »\NJ\O Sintetizado
s” K

S ALDRICH

A continuacion se detallan todas las etapas de la sintesis para la obtencion de los

productos finales obtenidos a partir de los mondémeros recogidos en la Tabla 16.
3.5.1.1. Reaccion de alquilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4a)

La reaccion de alquilacion del pirazol se llevd a cabo empleando hidruro sédico
(1.1 eq) como base, el correspondiente haluro y tetrahidrofurano (anhidro) o

dimetilformamida (anhidra) como disolvente (Esquema 33).
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H
H

NaH (1.1 eq. N

Het” Br HN{\le\Y( el /"N{lj \O‘(
+ =
= O THF or DMF, 0°C - 80°C Het
(28-52%)

92a-92f 4a 93a-93f

Esquema 33

Los derivados del 3-acetamido-N-1H-pirazol 93a-93e, se sintetizaron a partir de
los haluros comerciales correspondientes. El derivado 93f, se sintetiz6 a partir del
bromuro 92f. En el Esquema 34 se describen los tres pasos de reaccion necesarios en la
obtencion de 92f. El primer paso de la sintesis consiste en la condensacion de la tiourea
con el a-halo-oxoester correspondiente en etanol, seguido de la proteccion del grupo
amino para dar el ciclo de tiazol'®. El alcohol 95f, se obtuvo por reduccion del grupo
éster empleando 3 equivalentes de la amalgama Red-Al y tetrahidrofurano (anhidro)
como disolvente. El tercer paso consiste en la bromacion del alcohol (95f) con 1.1
equivalentes de tribromuro de fosforo, empleando diclorometano (anhidro) como

disolvente dio lugar a 92f.

S
o 1)1eq.H2NJLNI-.|2 BuO-° 5 eoRed Al 65°/t|‘Bu 0
or A opr _EOfreMio -y S, 2EIEHENED s,
0. 0,
X 2) (Boc),0. \ THF, 0°-25°C \
THF(82%) 0 (97%) 95¢
94f EtO HO
t o]
BuO
;‘Z g 1.1eq.PBr
N DCM
(58%)
92f Br
Esquema 34

Todos los compuestos sintetizados con la ruta anteriormente descrita fueron
caracterizados por sus datos espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de

proton ("H-RMN) y de masas (MS), (véase secciéon experimental aptdo:4.1.5.2).

3.5.1.2. Reaccion de desproteccion de los 3-acetamido-/V-bencilpirazoles 93a-93f

Todas las aminas (96a-96f) se sintetizaron a partir de los 3-acetamidopirazoles
93a-93f, por desproteccion del grupo amino con hidréxido soédico acuoso (25%) en
etanol, calentando a 75°C (Esquema 35). Las aminas resultantes fueron aisladas
mediante extraccion de la fase acuosa con un disolvente orgénico, diclorometano o

acetato de etilo, tras eliminacion del etanol en condiciones de presion reducida. En la
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mayoria de los casos no fue necesaria la purificaciéon posterior (véase seccion

experimental, aptdo 4.1.5.3).

0
NaOH (25%, ag. N~N""Het
,|/§N Ny Het aOH (25%, aq.) HzN‘d e
_QA EtOH, reflujo
(58%-cuantitativo)
93a-93f 96a-96f

Esquema 35

Todos los compuestos sintetizados con la ruta anteriormente descrita fueron
caracterizados por sus datos espectroscOpicos de resonancia magnética nuclear de

proton ("H-RMN) y de masas (MS).

3.5.1.3. Sintesis de los isotiocianatos 97a-97h

Los isotiocinatos 97a-97h se prepararon a partir de las correspondientes aminas en
presencia de tiofosgeno en diclorometano y empleando bicarbonato acuoso saturado
como base” (Esquema 36). Los isotiocianatos 97g y 97h se obtuvieron a partir de
aminas comerciales (96g y 96h, Tabla 16), en el resto de los casos se emplearon los
intermedios amina correspondientes sintetizados en el apartado anterior. Los
isotiocianatos se aislaron por simple separacion de fases y concentracion del extracto
organico, siendo empleados en el siguiente paso de la sintesis sin purificacion adicional

previa.

tiofosgeno

NN NaHCOjg(sat, ac) N-N""Het
HoN—¢ N Het 3! i S=C=N—
< Toom <
o .
96a-96h (63%-cuantitativo) 97a-97h
Esquema 36

Todos los compuestos sintetizados con la ruta anteriormente descrita fueron
caracterizados por sus datos espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de

proton ("H-RMN) y de masas (MS), (véase seccion experimental aptdo 4.1.5.4).

3.5.1.4. Sintesis de los derivados del 1,3,4-tiadiazol 98-105

Como se vio en los derivados que presentan el ciclo de piridina en la regién
izquierda, el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol era la region derecha con la que los compuestos
mostraban mejores propiedades ADMET y presentaban una mejor correlacion entre los

valores de ICso y MIC. Por ello derivados que presentan un heterociclo como reemplazo
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del benceno se sintetizaron utilizando el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol como region

derecha sin sintetizar los andlogos correspondientes en la serie del 3,5-dimetilpirazol.

La obtencion de las nuevas estructuras de tiadiazol se consigui6é en dos pasos de

reaccion (Esquema 37).

H S= H H O S/\>‘
~Cx N, o S
\Sw/ﬁ/N\NHZ . N\<///N/\Het DCM, 25°C . ’NV\TNTN\N)%N
N O - het' = s M oH
53b 97a-97h

H,S0O4(ac, conc)
NS % (20-70%)
N= \ ) S
/"N\J \E-N N,

98-105

Esquema 37

Las tiosemicarbazidas intermedios, se sintetizaron por tratamiento de los
isotiocianatos con la hidrazida correspondiente en diclorometano a temperatura

ambiente (Esquema 37).

Los derivados de 1,3,4-tiadiazol obtenidos se sintetizaron por ciclacion de la
tiosemicarbazida correspondiente en presencia de acido sulfirico concentrado acuoso.
En todos los casos se necesitd de una etapa de purificacion tras la neutralizacion de los
crudos con amoniaco (32%) seguida de una extraccion con disolvente organico (acetato
de etilo o diclorometano). (véase seccion experimental aptdo:4.1.5.5).

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por sus datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de proton ('H-RMN) y de masas

(MS).

3.5.2. Actividad bioldgica, estabilidad microsomal in vitro y analisis de los

resultados

A continuacion, se discuten los resultados de los nuevos derivados en los ensayos
enzimaticos de inhibicion del enzima InhA e inhibicion del crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ensayo en célula entera), inhibicion enzimatica de

los CYP3A4 y ensayos de estabilidad microsomal in vitro, en las especies de raton y

79



RESULTADOS Y DISCUSION

humano. La metodologia de estos ensayos ha sido descrita en el apartado 4.2 de la

seccion experimental.

En la Tabla 17 se recogen los valores de actividad enzimatica frente a InhA (ICs)
asi como los valores de actividad en célula entera y los valores de inhibicion de los
CYP3A4, los valores de aclaramiento sélo se describen en los casos en los que su
evaluacion ayudaba a la toma de decisiones en la cascada de progresion de ensayos

bioldgicos definida para este proyecto. La tabla se completd con los valores de clogP.
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Tabla 17. Resultados bioldgicos de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.

aclaramiento|aclaramiento
T S InhA | Mtb H37Rv clogP in vitro in vitro IC5;§ZC:50 ICS;;:\ZSO
b uctu
& 1Cso(uM)| MIC (M) | S8 | (mi/min- g) | (ml/min- g) ol ol
ratén humano v H
" OH
N__s s
Yy
82 ?:/(7’\‘/ N—N N 0.022 1 2.33 1.9 0.2 42.7 16.3
A
" OH
R__s S
O
98 N = N—N N 0.02 0.5 2.19 2 1.2 104 53
1\
A
" OH
Qs s
99 N=N N 0.097 8 1.97 2.2 1.2 >50.1 37.8
I N\
o
" OH
R__s S
N’N\ ~ )/K( Y/
100 _ N—N N 0.797 >31.3 2.02 n.d n.d 12.2 125
7\
Neg
OH
H\(SY‘<(S
AR \ //
pER TR
101 0.014 2 341 nd n.d 16.6 4.2
\ N
OH
N. H SYK(S
102 N/\j k‘_'{‘ k‘ { 0.111 16 1.72 n.d d 26.9 13.8
N . . . n. . .
P
HoN 5
" OH
R__s s
Y
103 { — N—N N 0.272 31.3 1.75 n.d n.d >50.1 43.7
N 2
SN
" OH
N S
N \ /)
N N—N N
—
104 /—:( 0.088 7.8 1.38 nd n.d >50.1 26.3
N /N
J
" OH
R__s s
/N\ \ \ /
N N—N N
105 N = 0.015 8 2.81 nd n.d >50.1 3.9
W

n.d: no determinada

Por comparacion de los datos de actividad de los compuestos 98 y 102, queda

claro que la introduccion de un sustituyente polar, el grupo amino, afecta negativamente

a la interaccion con la enzima y conlleva una pérdida significativa de la potencia en
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célula entera. Comparando los resultados de los compuestos 98 y 99 con los valores
presentados por el compuesto 103, se podria deducir que la posicion preferida para el
atomo de nitrogeno es la posicion 2 del heterociclo, pudiendo intervenir en algun tipo de
interaccion con el enzima. En cualquier caso hay que considerar en el compuesto 103 la
diferencia de polaridad, dada por el valor de clogP, entre el anillo de pirazol (1.75) y los
anillos de tiazol (2.19) y oxazol (1.97). Este factor puede también contribuir a la pérdida

de actividad en célula entera.

El compuesto 100, presenta los peores valores de actividad (ICso=0.797 uM,
MIC>31.3) de las estructuras recogidas en la tabla. El oxazol no presenta el atomo de
nitrégeno en posicion 2 pero presenta una disustitucion en posiciones 2,5, no estudiada

para este tipo de ciclos y que podria estar perjudicando la interaccion con la enzima.

En cuanto a los compuestos 101 y 105, que presentan un heterociclo
benzocondensado en la region izquierda, muestran actividades enzimaticas del orden de
las decenas de nanomolar interesantes como punto de partida de un ejercicio de
exploracion de nuevos sustituyentes del sistema benzocondensado si bien, un mayor

aumento del peso molecular y de la lipofilia no seria recomendable.

En resumen, los valores de potencia tanto enzimatica como en célula entera asi
como de aclaramiento reportados por el compuesto 98, hacen de éste el compuesto mas

destacado de la serie.
3.6.3. Quiralidad y actividad bioldgica de los enantiomeros 106 y 107

La separacion de los enantiomeros que conformaban el compuesto 98, sintetizado
como racemato, se llevd a cabo por HPLC en columna quiral (véase seccion
experimental). Ambos enantiomeros 106 y 107 fueron evaluados en los
correspondientes ensayos biologicos para determinar su actividad tanto enzimatica
como en célula entera. El isomero S 106 resultd ser claramente el mas potente. Los
datos de las actividades enzimaticas y en célula entera para ambos enantiomeros asi
como para el racemato (98) se recogen en la Tabla 18. La configuraciéon absoluta fue
determinada por la técnica de dicroismo circular vibracional (VCD) (véase seccion

experimental).
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Tabla 18. Actividades biolégicas del compuesto 98 y de los enantidmeros correspondientes 106 y
107.

Estructura Ni\‘j \E_m% N/N: \E—MAZ N/N; \ﬁ—m%
N N N
o o o
Comp. 98 106 107
InhA ICso(M) 0.015 0.011 0311
Mtb H37Rv MIC (uM) 0.5 0.5 15.6

Los resultados de potencia observados demostraban que el compuesto 106 era el
mas prometedor para continuar con los estudios bioldgicos in vitro completando su
perfil como potencial agente antituberculoso y validar su progresion a ensayos

biologicos in vivo.
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3.6.4. Perfil biologico in vitro del compuesto 106

Tabla 19. Comparacién de los perfiles bioldgicos de los compuestos 106, 90 y 58.

8 T B s Lo s I s
et OIS
Estructura R N\J N—N N\Z R N\J N N% I‘/l/\f - N_N "
- +

Compuesto 58 90 106
Eficacia in vitro
MIC (uM) <02 0.5 05
Actividad enzimética InhA ICso(uM) 0.003 0.005 0.011
Propiedades fisico-quimicas
PM 434.08 417.08 419.07
Indice cromatografico de hidrofobicidad
(ChromlogD pH=7.4) 3.9 2.63 2.7
Porcentaje de union a albtimina en suero (%HSA) 93.13 nd 86.5
Solubility (CLND pM) 269 > 396 413
Propiedades ADME
Inhibicion de P450 3A4 Vivid Red ICso(uM) 15.8 >50.11 20.9
Inhbicion de P450 3A4 Vivid Green ICso(uM) 49 31.6 >25.1
Aclarado intrinseco en ratén (mL/min/g) 14.2 24 2.1
Aclarado intrinseco en humano (mL/min/g) 2.2 0.3 0.2
Activacion del receptor X pregnano en humanos Si Si Si
Toxicidad
Citotoxicidad en lineas celulares HepG2 (uM) >50 >50 >50
Inhbicion del canal de K, hERG ( uM) >50 >50 >50

3.6.5. Modo de union del compuesto 106

Con el objeto de confirmar el modo de uniéon del compuesto 106, el grupo de

cristalografia obtuvo la estructura cristalina del complejo ternario InhA-NAD'-106 con

una resolucién de 2.00 A (Figura 39).

Figura 39. Modo de unién de 106 al
centro activo de InhA. Los colores
empleados en la Figura son: GSK1
(verde), NAD(rosa), H,O (asterisco
rojo), atomo de O (rojo), N (azul), S
(amarillo). Enlaces por puente de
hidrégeno (punteado negro). 11e202,
Met199, Met103, Phe97, Gly96 vy
Met161,

enlaces de tipo van der Waals.

residuos involucrados en
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Como se observa en la representacion del cristal, el compuesto 106 presenta las
mismas interacciones que presentaba GSK1 con la Met98 a través de enlaces de puente
de hidrégeno entre el atomo de nitrégeno N-3 del tiadiazol y la amida (NH) de la
Met98, y entre el &tomo de nitrogeno puente, entre el pirazol y el ciclo de tiadiazol, con
el atomo de oxigeno del grupo carbonilo de la Met98. También se identifican en el
cristal interacciones de tipo enlace de hidrogeno con el cofactor NAD". En cuanto a las
interacciones de tipo van der Waals, 106 interacciona con los siguientes residuos:
[1e202, Met199, Met103, Phe97, Gly96 y Metl61, residuos comunes a las interacciones
de tipo van der Waals presentadas por GSK1.

La estructura cristalina del complejo ternario permite concluir que la uniéon de
este inhibidor tiene lugar en el bolsillo lipofilo de InhA que coincide con lugar de union
del sustrato (DDCoA), mostrando el mismo modo de uniéon que el cabeza de serie

original GSKI.
3.6.6. Perfil biologico in vivo del compuesto 106

Para establecer el perfil farmacoldgico del compuesto se llevo a cabo, en primer
lugar, una farmacocinética intravenosa (via de administracion intravenosa) utilizando
ratones hembra de la cepa C57BL/6J. El compuesto se administrd a una tnica dosis de 4
mg/Kg en solucion, utilizando como vehiculo una disolucién de encapsina al 20%. La
concentracion de compuesto en sangre se midio a diferentes tiempos: 10, 20 y 30
minutos, 1, 1.5, 2, 3, 4 y 8 horas, tomando cuatro medidas para cada uno de los tiempos,

Tabla 20.

Tabla 20. Farmacocinética intravenosa del compuesto 106.

Dosis iv t1/2 AUCinal AUC (0-c°) vd cl
(mg/Kg) (h) (ug.h/mL) (ug.h/mL) (L/Kg) (mL/min/Kg)
4 &)
., 0.15 0.64 0.64 1.52 113.75
(solucion)
) Tﬁnal: 1h

El andlisis de los resultados revela un volumen de distribucion moderado (Vd) y
un alto valor de aclaramiento, a pesar de presentar un aclaramiento in vitro bajo. En
consonancia con el alto valor del aclaramiento en sangre, la vida media del compuesto

presentd un valor bajo asi como el area bajo la curva.
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Para completar el estudio farmacocinético del compuesto, se llevo a cabo una
farmacocinética oral (via de administracion oral) utilizando ratones hembra de la cepa
C57BL/6J, al igual que en la farmacocinética intravenosa. El compuesto se administro a
una Unica dosis de 50 mg/Kg como sélido micronizado en suspension y se utilizd como
vehiculo una disolucion de metilcelulosa al 1%. En este caso la concentracion de
compuesto en plasma se midi6 en los siguientes tiempos: 15, 30 and 45 minutos, 1, 1.5,

2, 3, 4 and 8 horas, tomando cuatro medidas para cada uno de los tiempos, Tabla 21.

Tabla 21. Farmacocinética oral del compuesto 106.

. AUC AUC DNAUC DNAUC o/ cl1)
Dosis Tmax Cmax (0-8h) (0-00) (0-8h) (0-00) %F

(ng-h/ml (ng-h/ml
(mg/Kg) (h) | (ug/ml) | (ug.h/ml) | (ug.h/ml) por mg/kg) | por mg/ke)

50 0.50 8.31 6.85 6.88 0.15 0.16 107.4
(suspension)

() Biodisponibilidad oral (%F) calculada en relacién con el dato intravenoso de 4 mg/Kg
teniendo en cuenta la AUCg.«

La concentracion méaxima de compuesto fue de 8.31 (ug/ml) y se alcanzo a las
0.50 horas. Hay que destacar de estos resultados que a pesar del alto valor de
aclaramiento mostrado en el ensayo intravenoso el compuesto presentd una alta

biodisponibilidad.

Con idea de determinar la eficacia terapettica del compuesto 106 como
antituberculoso se progresd a un estudio dosis-respuesta de eficacia en el modelo de
infeccion aguda en raton desarollado por el grupo de eficacia terapéutica en nuestras

. . 104
instalaciones'*.

El ensayo se llevo a cabo con ratones de la cepa C57 BL/6J que fueron infectados
por via intratraqueal con una carga bacteriana de 10° CFUs de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv Pasteur. Tras 24 horas de la infeccion, se comenzo a tratar a los
animales. El tratamiento consisti6 en una administracion oral del compuesto 106, a
distintas dosis (30,100 y 300 mg/Kg), una vez al dia durante ocho dias. En el
experimento se utilizé6 como control moxifloxacina a una dosis de 30 mg/Kg que redujo

en 3.04 unidades logaritmicas las unidades formadoras de colonias respecto a los
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animales no tratados. La grafica correspondiente a la curva dosis respuesta del ensayo se

describe en la Figura 40.

81 ;
5 61 .\ L
= e N 2,109 D€ reduccion ae CFUS
2 ]
O 2] EDy, = 87.1 mg/kg
S _ IC 95% = (83.8-00.4)
0- ED,, |

10 | 160 ' 10|00
Dosis (mg/Kg)

Figura 40. Curva dosis-respuesta del compuesto 106.

Analizando la curva dosis-respuesta se puede concluir que:

El compuesto 106 ha resultado ser el inhibidor directo de InhA con mejor perfil
antituberculostatico desarrollado hasta la fecha. Si bien, comparando este compuesto
con farmacos como moxifloxacina, actualmente en ensayos clinicos y que presenta una
EDgy = 28 mg/Kg y con isoniazida con una EDgg = 0.9 mg/Kg, referencia clara para los
inhibidores de InhA'™; la dosis de 106 necesaria para mostrar un efecto
antituberculostatico competitivo es alta al presentar una EDgo = 87 mg/kg®. Este hecho
complica la administracion del farmaco en humanos, que seria posiblemente mayor de
lg al dia. Ahora bien, teniendo en cuenta su potencial como agente antituberculoso se
ha decidido progresar a estudios de eficacia en el modelo de infeccién cronica y a
estudios de terapia de combinacion. Es posible que no se requiera la misma dosis
cuando el compuesto es administrado en combinacion. Actualmente el compuesto 106

sigue activo en la cartera de proyectos del departamento del DDW.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. SINTESIS DE LOS DERIVADOS DE TIPO TIADIAZOL
4.1.1. Materiales y métodos

Procedimientos cromatograficos.

El seguimiento de las reacciones se ha realizado por cromatografia en capa fina (ccf)
utilizando placas de gel de silice de tipo 60 Fs4 de 2 mm de espesor (Merck). El analisis
de las placas se ha llevado a cabo en una lampara de UV de 254 nm y por revelado con
KMnO,y yodo. También se han seguido por espectrometria de masas y cromatografia en
fase reversa de alta resolucién utilizando un espectrometro Waters Micromass ZMD
2000 y un cromatografo analitico Agilent 1100 respectivamente.

La separacion y purificacion de los productos obtenidos se ha llevado a cabo mediante
cromatografia en columna, utilizando columnas compactadas de gel de silice con un
tamafio de particula de 30-45 p (Isolute). Las purificaciones se realizaron de forma
automatizada en un equipo Flash Master-1l de Biotage. Los eluyentes empleados se
indican en cada caso y las proporciones indican la relacion volumen-volumen.

Poderes rotatorios opticos.

Los poderes rotatorios opticos [a]p han sido medidos por el Departamento de Analisis
Estructural de GlaxoSmithKline en el Research Triangle Park (Carolina del Norte) y se
han determinado en un polarimetro Rudolph AUTOPOL V, en células de cuarzo de 0.5
dm, utilizando luz amarilla de sodio, a la temperatura de 25°C y en los disolventes y
concentraciones (g/100 ml) indicados en cada caso.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) han sido realizados por el
Departamento de Analisis Estructural del Tres Cantos Medicines Development Campus
de GlaxoSmithkline, empleando un Varian UNITY 300. Las frecuencias empleadas
fueron de 300 MHz y 75 MHz para el caso de los espectros de *H-RMN y 13C-RMN
respectivamente. En algunas de las determinaciones de **C-NMR se empleé un Varian
UNITY 400 a 100 MHz de frecuencia. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente
y en el disolvente deuterado que se indica en cada caso. Los desplazamientos quimicos
vienen expresados en partes por millon (ppm) utilizando tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna; las constantes de acoplamiento (J) se expresan en hertzios (Hz). En la
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descripcion de las sefiales de RMN se han empleado las siguientes abreviaturas: s
(singlete), d (doblete), t (triplete), g (cuadruplete), gt (quintuplete), m (multiplete) y a

(ancho).

Espectroscopia de Masas

Han sido realizadas por el Departamento de Analisis Estructural del Tres Cantos
Medicines Development Campus de GlaxoSmithkline. Empleando un espectrémetro de
masas, Waters Micromass ZMD 2000.

Espectroscopia Vibracional de Dicroismo Circular

Los célculos tedricos ab initio y las medidas experimentales para la determinacion de la
configuracién absoluta de los compuestos se han realizado en el Departamento de
Analisis Estructural de GlaxoSmithKline en el Research Triangle Park (Carolina del
Norte). Se ha empleado un espectrometro Bio Tools ChirallR VCD operando en un
rango de frecuencia 2000-800 cm™. Los disolventes y las concentraciones utilizadas se
especifican en cada caso.

Disolventes.

Los disolventes utilizados se han adquirido con alto grado de pureza a la casa comercial
Panreac y han sido secados con tamiz (3A 6 4A).

Reactivos.

En cada caso se ha especificado la casa comercial del los reactivos de partida adquiridos

comercialmente.

4.1.2. Sintesis general de los 1,3,4-tiadiazoles con 3,5-dimetilpirazol y 3-aminopirazol

como parte derecha

4.1.2.1. Sintesis de los 3-aminopirazoles protegidos

Compuesto 4a: 3-acetamido-N-1H-pirazol.

-

4 (6]
\
| N
STSN
H

A una disolucion de 3-amino-N-1H-pirazol (Aldrich, 11.32 g, 0.136 mol) en 100 mL de
agua destilada se adiciond lentamente bicarbonato sédico (34 g, 0.408 mol) A

continuacion se afiadié gota a gota anhidrido acético (27.55 g, 0.272 mol) vy la

89



PARTE EXPERIMENTAL

disolucién resultante se calent6 a reflujo durante 12 horas. La reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y el precipitado blanco formado se filtré a vacio obteniéndose el
intermedio 1: 3-acetamido-N-1H-pirazol (8.4 g, 0.067 mol). El filtrado se concentrd
parcialmente apareciendo un segundo precipitado que se filtro para obtener 2.7 g de 3-
acetamido-N-1H-pirazol (Rto. 65%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 12.23 (s a, 1H, -NH-), 10.30 (s a, 1H, -
NHCOCHj3), 7.55 (s a, 1H, Hs), 6.45 (s a, 1H, Hy), 1.97 (s, 3H, -CHj).

[ES+MS] m/z 126 (MH").

Compuesto 4b: 3-acetamino-5-metil-N-1H-pirazol.

-

O

El producto se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la
preparacion del compuesto 4a. Se utilizaron como materiales de partida: 3-acetamino-5-
metil-N-1H-pirazol (Aldrich, 1 g, 10.30 mmol) y anhidrido acético (Aldrich, 2.02 g,
20.59 mmol) obteniéndose 1 g de 3-acetamino-5-metil-N-1H-pirazol como un solido
blanco (Rto. 70.4%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.86 (s a, 1H, -NH-), 10.16 (s a, 1H, -
NHCOCHj3), 6.22 (s a, 1H), 2.16 (s a, 3H, -COCHj3), 1.97 (s, 3H, -CH3).

[ES+MS] m/z 140 (MH™).

Compuesto 34a: 2-(1H-pirazol-3-il)-isoindolina-1,3-diona.

O
N~

N /NH
5
4

(0]

A una disolucion de 3-aminopirazol (Aldrich, 10 g, 120 mmol) en 150 mL de 1,4-

dioxano se afiadio en porciones anhidrido ftalico (Aldrich, 24.96 g, 168 mmol). La
mezcla se calentd a reflujo durante 17 horas. Una vez que la disolucion alcanzé
temperatura ambiente se concentrd hasta sequedad. El residuo obtenido se trituré con
etanol y posteriormente se filtro el solido obteniéndose 23.6 g de 2-(1H-pirazol-3-il)-
isoindolina-1,3-diona (Rto. 92%).
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 13.09 (s a, 1H, -NH-), 7.86-7.98 (m, 5H, 4H-
Ar, H5), 6.36 (m, 1H, H4).
[ES+MS] m/z 214 (MH").

Compuesto 34b: 2-(5-metil-1H-pirazol-3-il)-isoindolina-1,3-diona.

O
N
—

O

Una disolucion de 3-amino-5-metil-1H-pirazol (Aldrich, 500 mg, 5.15 mmol) y
anhidrido ftalico (Aldrich, 1.07 g, 7.21 mmol) en 1,4-dioxano (30 mL) se calenté a

reflujo durante 25 horas. Se dejé alcanzar temperatura ambiente apareciendo un
precipitado. Se filtr el precipitado y se lavo con etanol obteniéndose 589 mg de 2-(5-
metil-1H-pirazol-3-il)-isoindolina-1,3-diona como un sélido amarillento. El filtrado se
concentrd a sequedad y tras lavar el residuo con etanol obteniéndose 331 mg de un
segundo lote de 2-(5-metil-1H-pirazol-3-il)-isoindolina-1,3-diona (Rto. 79%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 12.77 (s a, 1H, -NH-), 7.87-7.98 (m, 4H, 4H-
Ar), 6.09 (s, 1H, H-pirazol), 2.28 (s, 3H, -CH3).

[ES+MS] m/z 228 (MH").

4.1.2.2 Sintesis de los bromuros de bencilo no comerciales

Compuesto 31a: [4-cloro-3-(hidroximetil)fenil]carbamato de tert-butilo.

OH
o 2 Cl
PN :
07 NN

A una disolucion de 5-amino-2-clorofenilmetanol (Aldrich, 500 mg, 3.17 mmol) en
dioxano (7.5 mL) y agua (7.5 mL) se afiadié carbonato sodico (336 mg, 3.17 mmol)
previamente disuelto en 4 mL de agua. La disolucién se enfrio a 0°C en un bafio de agua
hielo. A continuacion se afiadio a la mezcla, anhidrido de tert-butilcarbonato (Aldrich,
692 mg, 3.17 mmol) y se agito durante 3 horas. Se eliminé el dioxano en condiciones
de vacio. La fase acuosa se acidificd hasta pH=4 con hidrégeno sulfato potasico (10%,
ac.) y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se secé sobre sulfato magnésico
anhidro, se filtr0 y se concentr6 a sequedad. EIl residuo obtenido se purifico por

cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla
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de hexano:acetato (100:0 a 50:50) obteniéndose 560 mg de 4-cloro-3-
(hidroximetil)fenilcarbamato de etilo (Rto. 68%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 9.46 (s a, 1H, -NH-), 7.72 (s, 1H, Hs), 7.21-7.32
(m, 2H, Hy, H), 5.35 (t, J = 5.57 Hz, 1H, OH), 4.48 (d, J = 5.57 Hz, 2H, CH,), 1.47 (s,
9H, 'Bu).

Compuesto 31b: [3-(hidroximetil)2-metilfenil]carbamato de tert-butilo.

0

El producto se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la

preparacion del compuesto 31a. Se utilizaron como materiales de partida: (3-amino-2-
metilfenil)metanol (Aldrich, 300 mg, 2.18 mmol) y anhidrido de tert-butilcarbonato
(Aldrich, 716 mg, 3.28 mmol) obteniéndose 452 mg de [3-(hidroximetil)2-
metilfenil]carbamato de tert-butilo como un s6lido blanco (Rto. 87%).

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.53b (s &, 1H, -NH-), 7.06-7.17 (m, 3H, 3H-
Ar), 5.06 (t, J = 5.42 Hz, 1H, -OH), 4.46 (d, J = 5.42 Hz, 2H, -CHy-), 2.07 (s, 3H, -
CHs), 1.44 (s, 9H, 'Bu).

Compuesto 3ii: [3-(bromometil)-4-clorofenil]carbamato de tert-butilo.

Br
o 2 Cl
Pt :
(@) H 3

A una disolucion del intermedio 31a (200 mg, 0.776 mmol) en diclorometano (5 mL) se
afiadié trifenilfosfina (Aldrich, 244 mg, 0.931 mmol) y tetrabromuro de carbono
(Aldrich, 386 mg, 1.164 mmol) en un bafio de agua-hielo. Después de 15 minutos, la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante otros 15 minutos. La mezcla se
concentrd a sequedad y el residuo se purificd por cromatografia de columna en gel de
silice. Se utiliz6 como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano:acetato de etilo
(100:0, 0:100) obteniéndose 206 mg de [3-(bromometil)-4-clorofenil]carbamato de tert-
butilo como un sélido amarillento (Rto. 83%).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.58 (s a, 1H, -NH-), 7.77 (s a, 1H, Hs), 7.35
(m, 2H, Hy, He), 4.67 (s, 2H, -CHy-), 1.48 (s, 9H, ‘Bu).
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Compuesto 30: [3-(bromometil)-2-metilfenil]carbamato de tert-butilo.

Br
e I
H 6

El producto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la sintesis
del compuesto 3f. Se utilizaron como reactivos de partida, el compuesto 31b (443 mg,
1.86 mmol), trifenilfosfina (Aldrich, 588 mg, 2.24 mmol) y tetrabromuro de carbono
(Aldrich, 929 mg, 2.80 mmol) obteniéndose 293 mg de [3-(bromometil)-2-
metilfenil]carbamato de tert-butilo como un sélido blanco (Rto. 52%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.64 (s a, 1H), 7.20-7.27 (m, 2H, Hs, Hs), 7.09-
7.15 (m, 1H, Hy), 4.73-4.79 (m, 2H, -CH,-), 2.19-2.21 (m, 3H, -CH3), 1.45 (s, 9H, 'Bu).

4.1.2.3 Método general de bencilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol (4).

Compuesto 5n: N-[1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il]Jacetamida.
F
o= T

A una disolucién del compuesto 4 (3 g, 24 mmol) en 40 mL de dimetilformamida
anhidra a 0°C, se adiciond lentamente hidruro sodico (Aldrich, 0.63 g, 26.4 mmol). La
disolucién se mantuvo bajo agitacion, en un bafio de agua-hielo, durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo se afiadi6 gota a gota el 2-(bromometil)-1-cloro-2-
fluorobenceno (Aldrich, 5.36 g, 24 mmol) durante un periodo de 30 minutos. La mezcla
permanecié bajo agitacion en bafio de agua-hielo durante 30 minutos mas. A
continuacion se paro la reaccion adicionando 1 mL de agua. A la disolucion resultante
se afladid acetato de etilo (150 mL) y se lavd con una disolucién acuosa saturada de
cloruro aménico (3 x 60 mL). La fase organica se seco sobre sulfato sédico anhidro y se
concentrd a vacio. El residuo obtenido se purificd mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de hexano:acetato de
etilo (100:0 a 0:100) obteniéndose 4.12 g de N-[1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-
3-il]acetamida. (Rto: 64.2%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.71 (s, 1H, -NH-), 7.35 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs),
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7.05-7.32 (m, 3H, 3H-Ar), 6.65 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.34 (d, J = 1.76 Hz, 2H, -
CHz-), 2.10 (S, 3H, -CH3).
[ES+MS] m/z: 268 (MH").

Los siguientes derivados se prepararon utilizando un método analogo al descrito
anteriormente en la obtencion de N-[1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-
ilJacetamida. En cada caso se reemplazo el 2-(bromometil)-1-cloro-2-fluorobenceno por
el bromuro de bencilo correspondiente. Las cantidades utilizadas, rendimientos y
meétodos de purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 5a: N-[1-(2,5-diclorobencil)-1H-pirazol-3-il]acetamida.

Cl _N H
N N N
— \ﬂ/
Cl 5 4 o)

Reactivo de partida: 1.00 mmol de bromuro de 2,5-diclorobencilo (Lancaster).
Rto.: 0.58 mmol, 53b%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

de hexano:acetato de etilo.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.43 (s a, 1H, -NH-), 7.75 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.51-7.54 (m, 1H, H-Ar), 7.41-7.45 (m, 1H, H-Ar), 7.08 (m, 1H, H-Ar), 6.51 (d,
1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.31 (s, 2H, -CH,-), 1.96 (s, 3H, -CHj).

[ES+MS] m/z 285 (MH").
Compuesto 5b: N-[1-(2-bromobencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

Br
_N H
N7™ N\ N
. \n/
5 4 O

Reactivo de partida: 1.00 mmol de bromuro de 2-bromobencilo (Aldrich).
Rto.: 0.70 mmol, 70%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.42 (s a, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.62-7.65 (m, 1H, H-Ar), 7.33-7.38 (m, 1H, H-Ar), 7.22-7.28 (m, 1H, H-Ar), 6.93-
6.96 (m, 1H, H-Ar), 6.50 (d, J = 2.20 Hz, 1H, H,), 5.29 (s, 2H, -CH,-), 1.96 (s, 3H, -
CHjy).
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[ES'MS] m/z 295 (MH").

Compuesto 5¢: N-[1-(2-cloro-4-fluorobencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

Reactivo de partida: 1.00 mmol de bromuro de 2-cloro-4-fluorobencilo (Acros).
Rto.: 0.75 mmol, 75%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.41 (s a, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.46-7.50 (m, 1H, Hg), 7.19-7.26 (m, 1H, Hs’), 7.10-7.15 (m, 1H, Hg), 6.49 (d, J =
2.20 Hz, 1H, Hy), 5.29 (s, 2H, -CHy-), 1.96 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 253b (MH™).
Compuesto 5d: N-[1-(3-cloro-2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il]Jacetamida.

E
Cl _N H
N™ N\ N
<Y
5 4 e}

Reactivo de partida: 2.00 mmol de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilo (Alfaaesar).
Rto.: 1.09 mmol, 55%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
de hexano:acetato de etilo (100:0 a 30:70).

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.70 (s a, 1H, -NH-), 7.32-7.39 (m, 2H, H-Ar, Hs),
7.00-7.08 (m, 2H, 2H-Ar), 6.72 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.24 (s, 2H, -CH,-), 2.14 (s,
3H, -CHjy).

[ES'MS] m/z 268 (MH™).

Compuesto 5e: N-[1-(2,5-bistrifluorometilbencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

CF5
_N H
N7T N N
<
5 4 fe}
CF;

Reactivo de partida: 1.60 mmol de bromuro de 2,5-bis-trifluorometilbencilo (JRD

Chemicals).
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Rto.: 0.98 mmol, 62%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 10.44 (s a, 1H, -NH-), 7.91-8.05 (m, 2H, 2H-
Ar), 7.80 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.28 (s a, 1H, H-Ar), 6.56 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H.),
5.52 (s, 2H, -CH,-), 1.96 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 352 (MH").
Compuesto 5f: N-[1-(4-clorobencil)-1H-pirazol-3-il]acetamida.

6 y
5 _N
A
o] e 5 4 o)
Reactivo de partida: 2.00 mmol de bromuro de 4-clorobencilo (Aldrich).

Rto.: 1.316 mmol, 65%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 10.37 (s, 1H, -NH-), 7.69 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs),
7.38 (M, 2H, Hy, Hs), 7.19 (M, 2H, Hy, He), 6.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs) ,1.93 (s, 3H,
-CHj).

[ES'MS] m/z 250 (MH").
Compuesto 5g: N-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il]acetamida.

H
R N<Nj/N\”/
— O
5 4

A una disolucion del intermedio 1 (200 mg, 1.60 mmol) en 10 mL de acetonitrilo, se

adiciond carbonato potésico (Aldrich, 331 mg, 2.40 mmol) y bromuro de 2-
fluorobencilo (Aldrich, 302 mg, 1.60 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo durante una
hora y posteriormente se concentr6 a sequedad. El residuo obtenido se diluy6 en acetato
de etilo y se lavo con salmuera. La fase organica se seco sobre sulfato sodico anhidro, se
filtré y se concentro a sequedad. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice utilizando una mezcla de hexano:acetato de etilo como
eluyente obteniéndose 123 mg de N-[1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.
(Rto. 33%).
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Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.72 (s &, 1H, -NH-), 7.33-7.37 (m, 2H, H-Ar, Hs),
7.17-7.20 (m, 3H, 3H-Ar), 6.70 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.18 (s, 2H, -CH,-), 2.13 (s,
3H, -CONHCHy).

[ES'MS] m/z 234 (MH").
Compuesto 5h: N-[1-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

H
5/4 ©
F
Reactivo de partida: 2.40 mmol de bromuro de 2,6-difluorobencilo (Aldrich).

Rto.: 1.50 mmol, 63%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal

de hexano:acetato.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.39 (s a, 1H, -NH), 7.66 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.39-7.49 (m, 1H, H-Ar), 7.07-7.15 (m, 2H, 2H-Ar), 6.43 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy),
5.25 (s, 2H, -CH,-), 1.91 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 252 (MH").
Compuesto 5i: N-[1-(2,3-difluorobencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

H
R N<Nj/N\ﬂ/
F s 4 ©

Reactivo de partida: 2.40 mmol de bromuro de 2,3-difluorobencilo (Aldrich).
Rto.: 1.20 mmol, 50%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal

de hexano:acetato.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.41 (s a, 1H, -NH), 7.73 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.34-7.43 (m, 1H, H-Ar), 7.15-7.22 (m, 1H, H-Ar), 6.98-7.03 (m, 1H, H-Ar), 6.47
(d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.32 (s, 2H, -CHy-), 1.94 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 252 (MH™).
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Compuesto 5j: N-[1-(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

N H
©/\'\L\>/N\n/

Reactivo de partida: 1.00 mmol de bromuro de 2-metilbencilo (Aldrich).
Rto.: 0.61 mmol, 61%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.37 (s a, 1H, -NH-), 7.61 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.14-7.20 (m, 3H, 3H-Ar), 6.94-7.13 (m, 1H, H-Ar), 6.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy),
5.21 (s, 2H, -CHy-), 2.26 (s, 3H, -CHs), 1.95 (s, 3H, -CONHCHj).

[ES'MS] m/z 230 (MHY).
Compuesto 5k: N-[1-(2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-il]Jacetamida.

F
_N H
N™ \~N
_ \n/
S 4 O

Reactivo de partida: 1.60 mmol de bromuro de 2-fluoro-3-metilbencilo (Alfaaesar).
Rto.: 1.01 mmol, 63%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.39 (s a, 1H, -NH-), 7.68 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.20-7.25 (m, 1H, H-Ar), 6.97-7.07 (m, 2H, 2H-Ar), 6.45 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy),
5.23 (s &, 2H, -CH,-), 2.22 (d, J = 2.05 Hz, 3H, -CH3), 1.94 (s, 3H, -CONHCHS).
[ES*MS] m/z 248 (MH").

Compuesto 5I: N-[1-(6-cloro-2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-ilJacetamida.

F
_N H
N7\ N
— \ﬂ/
Cl 5 4 o}

Reactivo de partida: 1.60 mmol de bromuro de 6-cloro-2-fluoro-3-metilbencilo

(Fluorochem).
Rto.: 1.1 mmol, 69%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

98



PARTE EXPERIMENTAL

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.38 (s a, 1H, -NH-), 7.66 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.23-7.34 (m, 2H, 2H-Ar), 6.43 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.31 (d, J = 1.61 Hz, 2H,
CHy), 2.22 (m, 3H, -CH3), 1.92 (s, 3H, -CONHCHS).

[ES*MS] m/z 282 (MH").

Compuesto 5m: N-[1-(6-cloro-2-fluoro-5-metilbencil)-1H-pirazol-3-il]acetamida.

F
, _N H
I3 —
! Cl 5 4 o}

Reactivo de partida: 1.60 mmol de bromuro de 2-cloro-6-fluoro-3-metilbencilo

(Fluorochem).
Rto.: 0.89 mmol, 55%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato de etilo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.37 (s a, 1H, -NH-), 7.67 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.38-7.43 (m, 1H, Hy-Ar), 7.16-7.22 (m, 1H, Hs-Ar), 6.43 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
H,), 5.34 (d, J = 1.61 Hz, 2H, -CH,-), 2.31 (s, 3H, -CH3), 1.92 (s, 3H, -NHCOCHy3).
[ES'MS] m/z 282 (MH").

Compuesto 5fi: [3-((3-acetamido-1H-pirazol-1-il)metil)-4-clorofenil]carbamato de tert-
butilo.

e acizhi

Reactivo de partida: 0.62 mmol del compuesto 3ii.
Rto.: 0.37 mmol, 58%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de

hexano:acetato.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 10.42 (s a, 1H, -CH3CONH), 9.51 (s a, 1H,
'BUOCONH), 7.68 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.26-7.50 (m, 3H, 3H-Ar), 6.47 (d, J = 2.34
Hz, 1H, Ha), 5.23 (s a, 2H, -CH,-), 1.95 (s, 3H, -CH3), 1.45 (s, 9H, 'Bu).

[ES*MS] m/z 365 (MH").
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Compuesto 50: [3-((3-acetamido-1H-pirazol-1-il)metil)-2-metilfenil]carbamato de tert-
butilo.

H
LT
O N —
>( \If ¢ S5 4 ©
O 47
/

Reactivo de partida: 0.97 mmol del compuesto 3o.
Rto.: 0.55 mmol, 57%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 94:6).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.37 (s a, 1H, -NHCOCHs3), 8.60 (s a, 1H, -
NHCOO'Bu), 7.60 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.17-7.20 (m, 1H, Hy), 7.06-7.11 (m, 1H,
Hs), 6.77-6.80 (m, 1H, He¢’), 6.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.21 (s a, 2H, -CHy-), 2.10
(s, 3H, -CHs), 1.95 (s, 3H, -CONHCHS,), 1.44 (s, 9H, 'Bu).

[ES'MS] m/z 345 (MH").
Compuesto 35a: 2-(1-bencil-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona.

O
N
CL-0
—
4 5
o

A una disolucion del compuesto 34a (500 mg, 2.35 mmol) en 15 mL de

dimetilformamida anhidra a 0°C se adicion6 bajo atmosfera inerte de N, (g) el hidruro
sodico (Aldrich, 188 mg, 2.34 mmol) y se mantuvo a 0°C durante 30 minutos. A
continuacion se afiadié el bromuro de bencilo (Aldrich, 401 mg, 2.34 mmol), en
porciones durante 2 min. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 3 horas.
Transcurrido este tiempo se adiciond 1 equivalente mas de bromuro de bencilo y se
calentd la mezcla a 80°C. 0.2 equivalentes de hidruro sdédico fueron afiadidos a la
mezcla cada 2 horas, tras enfriar previamente dicha mezcla. Se afiadié un total de 0.8
equivalentes. Tras 44 horas la mezcla de reaccion se disolvid en acetato de etilo y se
lavé con cloruro aménico acuoso saturado. La fase organica se secO sobre sulfato
magnésico anhidro y se concentré a sequedad. El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente de hexano:acetato para dar 262
mg de 2-(1-bencil-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona como un sélido blanco (Rto.

37%). En el proceso de purificacion se detect6 el otro regioisémero 2-(1-bencil-1H-
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pirazol-5-il)isoindolina-1,3-diona (35c).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d) & ppm: 7.88-7.97 (m, 5H, 4H-ftalimida, Hs), 7.28-7.39
(m, 5H, 5H-Ar), 6.38 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,), 5.37 (s, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 304 (MH™).

Compuesto 35c: 2-(1-bencil-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona.

O
N\N
N \ |
O

[ES'MS] m/z 304 (MH").
Compuesto 35b: 2-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-5-metil-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-
diona.

cl
o)
N<
N—
=\ F
o)

A una disolucion del compuesto 34b (882 mg, 3.88 mmol) en acetonitrilo (40 mL) se
afiadieron carbonato potasico (Aldrich, 1041 mg, 4.66 mmol) y 2-(bromometil)-1-cloro-
3-fluorobenceno (Aldrich, 0.639 mL, 4.66 mmol). La mezcla de reaccion se calent6 a
reflujo durante 20 horas. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, se filtré el
carbonato potésico y se lavo con diclorometano. El filtrado se concentrd a sequedad
obteniendo 1.42 g de un crudo que se purificé por cromatografia en gel de silice. Se
utiliz6 como eluyente un gradiente de la mezcla hexano:acetato de etilo (100:0, 0:100)
obteniéndose el producto deseado con un 44% de rendimiento. En la separacion se
consiguid aislar el regioisomero no deseado 2-[1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-metil-1H-
pirazol-5-il]isoindolina-1,3-diona (35d).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.85-7.93 (m, 4H, 4H-ftalimida), 7.25-7.48 (m,
3H, 3H-Ar), 6.15 (s, 1H, H-pirazol), 5.36 (d, J = 1.32 Hz, 2H, -CH,-), 2.43 (s, 3H, -
CHj3).

[ES*MS] m/z 370 (MH").
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Compuesto 35d: 2-[1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-metil-1H-pirazol-5-il]isoindolina-1,3-

diona.
Cl
2 F
N\N
O
o)
Rt0.:24%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 7.93-8.01 (m, 4H, 4H-ftalimida), 7.13-7.38 (m,
3H, 3H-Ar), 6.20 (s, 1H, H-pirazol), 5.24 (d, J = 1.17 Hz, 2H, -CH,-), 2.15 (s, 3H, -
CHy).

[ES*MS] m/z 370 (MH").

4.1.2.4 Método general de desproteccion de los 3-acetamido-N-bencilpirazoles 5a-50

Compuesto 6n: 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-amina.

F
_N
N \—NH,
—
Cl 5 4

El compuesto 5n (4 g, 15 mmol) se disolvié en una mezcla de etanol (30 mL) e
hidroxido sédico (25%, ac) (37.5 mL). La disolucién se calent6 a reflujo durante 12
horas. Se evapord el etanol a sequedad y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo
50 mL y se trat6 con salmuera (50 mL). La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3
x 50 mL). La fase organica resultante se secé sobre sulfato sédico anhidro y se
concentré a sequedad obteniéndose 3.28 g de 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-
amina como sélido amarillo (Rto. 97%).

'H-RMN (300 MHz, CDCls3) & ppm: 7.17-7.30 (m, 3H, Hs, 2H-Ar), 7.04 (m, 1H, H-Ar),
5.56 (d, J =2.34 Hz, 1H, Hy), 5.27 (d, J = 1.76 Hz, 2H, -CH,-), 3.61 (s a, 2H, -NH,).

[ES*MS] m/z 226 (MH").

Las siguientes aminas se prepararon de utilizando un método analogo al descrito

anteriormente en la obtencion de la 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-amina. En
cada caso se reemplazé el compuesto 5n por el correspondiente. Las cantidades

utilizadas, rendimientos y métodos de purificacion se especifican en cada caso.
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Compuesto 6a: 1-(2,5-diclorobencil)-1H-pirazol-3-amina.

Cl _N
N™ Xy —NH,
—
Cl 5

4

Reactivo de partida: 0.53b mmol del compuesto 5a.

Rto.: 0.50 mol, 95%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.48-7.51 (m, 2H, 2H-Ar), 7.36-7.41 (m, 1H,
H-Ar), 6.89 (d, J = 2.64 Hz, 1H, Hs), 5.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.13 (s, 2H, -CHy-),
4.69 (s a, 2H, -NH,).

[ESMS] m/z 243 (MH").

Compuesto 6b: 1-(2-bromobencil)-1H-pirazol-3-amina.

Br

_N
N™ X\ —NH,
—
S 4

Reactivo de partida: 0.70 mmol del compuesto 5b.

Rto.: 0.67 mmol, 95%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.60-7.63 (m, 1H, H-Ar), 7.45 (d, J = 2.20 Hz,
1H, Hs), 7.30-7.36 (m, 1H, H-Ar), 7.19-7.25 (m, 1H, H-Ar), 6.85-6.88 (m, 1H, H-Ar),
5.45 (d, J =2.20 Hz, 1H, Hy), 5.10 (s, 2H, -CHy-), 4.62 (s a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 253b (MH™).

Compuesto 6¢: 1-(2-cloro-4-fluorobencil)-1H-pirazol-3-amina.

Reactivo de partida: 0.75 mmol compuesto 5c.

Rto.: 0.70 mmol, 94%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.43-7.47 (m, 2H, Hg, Hs), 7.14-7.22 (m, 1H,
Hs), 6.99-7.18 (m, 1H, Hz"), 5.43 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.1 (s, 2H, -CH,-), 4.63 (s a,
2H, -NH,).

[ESMS] m/z 226 (MH").
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Compuesto 6d: 1-(3-cloro-2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-amina.

F
Cl N
N7\, —NH,
—
5 4

Reactivo de partida: 0.966 mmol del compuesto 5d.

Rto.: 0.96 mmol, 88%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.49-7.54 (m, 1H, H-Ar), 7.45 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hs), 7.16-7.21 (m, 1H, H-Ar), 7.06-7.11 (m, 1H, H-Ar), 5.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
H4), 5.12 (s a, 2H, -CH3-), 4.62 (s a, 2H, -NH,).

[ESMS] m/z 226 (MH").

Compuesto 6e: 1-(2,5-bistrifluorometilbencil)-1H-pirazol-3-amina.

CF3
_N
N™ \\—NH,
S
S 4
CF3

Reactivo de partida: 0.98 mmol del compuesto 5e.

Rto.: 0.89 mmol, 90%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.87-8.02 (m, 2H, 2H-Ar), 7.55 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hs), 7.11 (s a, 1H, H-Ar), 5.51 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.34 (s &, 2H, -CH,-), 4.74
(s a, 2H, -NHy).

[ES*MS] m/z 310 (MH").

Compuesto 6f: 1-(4-clorobencil)-1H-pirazol-3-amina.

6 N
3 N"'y—NH;,
3 5=
Cl G 5 4

Reactivo de partida: 0.35 mmol del compuesto 5f.

Rto.: (0.32 mmol, 90%).

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.26-7.32 (m, 2H, Hy, Hs), 7.15 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hs), 7.12 (m, 2H, Hg, Hg"), 5.63 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.07 (s, 2H, -CH,-), 3.65
(s a, 2H, -NHy).

[ES'MS] m/z 208 (MH").
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Compuesto 6g: 1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-amina

F
_N
N™ X\ —NH,
—
S 4

Reactivo de partida: 0.51 mmol del compuesto 5g.

Rto.: 0.44 mmol, 85%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.29-7.37 (m,
1H, H-Ar), 7.08-7.21 (m, 3H, 3H-Ar), 5.40 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,), 5.08 (s, 2H, -CH,),
4.58 (s a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 192 (MH").
Compuesto 6h: 1-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-amina

F
_N
N™ Qy—NH,
—
F54

Reactivo de partida: 1.47 mmol del compuesto 5h.

Rto.: 0.83 mmol, 56%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.35-7.46 (m, 2H, H-Ar, Hs), 7.05-7.14 (m, 2H,
2H-Ar), 5.36 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.07 (s, 2H), 4.67 (s a, 2H).

[ES*MS] m/z 210 (MH").

Compuesto 6i: 1-(2,3-difluorobencil)-1H-pirazol-3-amina

F

F. _N
N™ Qy—NH,

—

Sy

Reactivo de partida: 1.15 mmol del compuesto 5i.

Rto.: cuantitativo.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal

de diclorometano:metanol.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 7.45 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.29-7.39 (m, 1H,
H-Ar), 7.12-7.20 (m, 1H, H-Ar), 6.92-6.96 (m, 1H, H-Ar), 5.41 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy),
5.13 (s, 2H, -CHy), 4.61 (s a, 2H, -NH)).

[ES*MS] m/z 210 (MH").
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Compuesto 6j: 1-(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-amina.

_N
N™ \—NH,
—
S 4

Reactivo de partida: 0.49 mmol del compuesto 5j.

Rto.: 0.47 mmol, 95%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.32 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.09-7.17 (m,
3H, 3H-Ar), 6.89-6.91 (m, 1H, H-Ar), 5.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Ha), 5.02 (s, 2H, -CH,),
4.5 (s a, 2H, -NH,), 2.27 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 188 (MH").

Compuesto 6k: 1-(2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-amina.

F
N
N7, —NH,
—
5 4

Reactivo de partida: 0.59 mmol del compuesto 5k.

Rto.: Cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.40 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.17-7.22 (m,
1H, H-Ar), 7.05-7.00 (m, 1H, 1H-Ar), 6.95-6.90 (m, 1H, 1H-Ar), 5.40 (d, J = 2.20 Hz,
1H, Ha), 5.05 (s a, 2H, -CH,-), 4.57 (s a, 2H, -NH,), 2.22 (d, J = 2.05 Hz, 3H, -CHj).
[ES*MS] m/z 206 (MH").

Compuesto 6l: 1-(6-cloro-2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-amina.

Cl
_N
N™ \y—NH,
—~
F S 4

Reactivo de partida: 1.07 mmol del compuesto 5I.

Rto.: 0.86 mmol, 80%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.34 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.21-7.32 (m,
2H, 2H-Ar), 5.35 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.13 (d, J = 1.76 Hz, 2H, -CH,-), 4.57 (s.a,
2H, -NH,), 2.21 (d, J = 1.76 Hz, 3H, -CH3).

[ESMS] m/z 240 (MH").
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Compuesto 6m: 1-(2-cloro-6-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-amina.

F
: N
5 l\\l/\\>/NH2
4, =
Cl5S 4

Reactivo de partida: 0.87 mmol del compuesto 5m.

Rto.: 0.65 mmol, 76%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.35-7.41 (m, 2H, Hy, Hs), 7.13-7.19 (m, 1H,
Hs), 5.35 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Ha), 5.15 (d, J = 1.70 Hz, 2H, -CHy-), 4.56 (s a, 2H, -
NH,), 2.30 (s, 3H, -CHs).

[ESMS] m/z 240 (MH*).

Compuesto 6f: [3-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)-4-clorofenil]carbamato de tert-
butilo.

Cl
_N
N™ \y—NH,
=~
S 4
HN\(O
(0]

>v

Reactivo de partida: 0.35 mmol del compuesto 5f.

Rto.: 0.26 mmol, 73%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.49 (s a, 1H, -NH-), 7.25-7.39 (m, 4H, 3H-Ar,
Hs), 5.42 (d, 1H, H), 5.04 (d, 2H, -CH,-), 4.58 (s, 2H, -NH5), 1.44 (s, 9H, tBu).
[ES'MS] m/z 323 (MH").

Compuesto 60: [3-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)-2-metilfenil]carbamato de tert-
butilo.

_N

N™ —NH,

—_—

5 4
HN\(O

O

N
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Reactivo de partida: 0.54 mmol del compuesto 50.

Rto.: 0.20 mmol, 37%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.58 (s &, 1H, -NH-), 7.30 (d, 1H, Hs), 7.15-
7.17 (m, 1H, 1H-Ar), 7.04-7.09 (m, 1H, 1H-Ar), 6.71-6.74 (m, 1H, 1H-Ar), 5.40 (d,
1H, Ha), 5.03 (s a, 2H, -CH,-), 4.54 (s, 2H, -NH,), 2.10 (s, 3H, -CH3), 1.44 (s, 9H, tBu).
[ES'MS] m/z 303 (MH").

Compuesto 6q: 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina.

_N
N™ \\—NH,
=
Cl

A una disolucién del compuesto 35b (314 mg, 0.85 mmol) en etanol (40 mL) se afiadio

F

hidrazina monohidrato (Aldrich, 0.095 mL, 1.95 mmol). La mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente durante 50 horas apareciendo un sélido blanco precipitado. El
precipitado se filtrd y se lavo con etanol. El filtrado obtenido se concentrd a sequedad
obteniendo 330 mg de un residuo que se purificé por cromatografia en gel de silice
utilizando un gradiente de diclorometano:metanol (100:0 a 80:20). Se obtuvieron 148
mg de 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina (Rto.73%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.18-7.42 (m, 3H, 3H-Ar), 5.18 (s, 1H, H-
pirazol), 5.01-5.02 (m, 2H, -CH5-), 4.41 (s a, 2H, -NH,), 2.23 (s, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 240 (MH").

El siguiente derivado se preparard utilizando un método analogo al descrito

anteriormente en la obtencion del compuesto 6q. En este caso se reemplazo el

compuesto 35b por el correspondiente.

Compuesto 6p: 1-bencil-1H-pirazol-3-amina.

N
N7\, —NH;

—

5 4

Reactivo de partida: 0.86 mmol del compuesto 35a.

Rto.: 0.81 mmol, 93%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.42 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.16-7.33 (m,
5H, 5H-Ar), 5.40 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Ha), 5.02 (s, 2H, -CH,-), 4.55 (s a, 2H, -NH,).
[ES*MS] m/z 174 (MH").
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4.1.2.5 Método general de sintesis de los isotiocianatos 7a-7q

Compuesto 7n: 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

A una disolucién del compuesto 6n (1g, 4.4 mmol) en cloroformo (60 mL), se afiadio
bicarbonato sdédico acuoso (60 mL). A continuacion se afiadio tiofosgeno (Aldrich, 0.76
g, 6.6 mmol). La mezcla se mantuvo bajo agitacion durante 12 horas a temperatura
ambiente. Tras separar las fases, la fase organica se concentro a sequedad obteniéndose
1.1 g de 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol como un sélido amarillo
(Rto. 93%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.24-7.36 (m, 3H, 2H-Ar, Hs), 7.07 (m, 1H, H-Ar),
6.16 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.39 (d, J = 1.76 Hz, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 268 (MH").

Los siguientes isotiocianatos se prepararon utilizando un método anélogo al descrito
anteriormente en la obtencion del 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol,
utilizando diclorometano como disolvente en lugar de cloroformo. En cada caso se
reemplaz6 el compuesto 6n por el correspondiente. Las cantidades utilizadas,

rendimientos y métodos de purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 7a: 1-(2,5-diclorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.
S

7

Reactivo de partida: 0.50 mmol del compuesto 6a.

Rto.: 0.43 mmol, 85%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.96 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.53b-7.56 (m,
1H, H-Ar), 7.45-7.48 (m, 1H, H-Ar), 7.21-7.22 (m, 1H, H-Ar), 6.49 (d, J = 2.49 Hz, 1H,
Ha), 5.40 (s, 2H, -CH,-).
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[ES'MS] m/z 285 (MH").

Compuesto 7b: 1-(2-bromobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

dd

Reactivo de partida: 0.67 mmol del compuesto 6b.

Rto.: 0.57 mmol, 86%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.93 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.65-7.68 (m,
1H, H-Ar), 7.36-7.41 (m, 1H, H-Ar), 7.26-7.32 (m, 1H, H-Ar), 7.02-7.05 (m, 1H, H-
Ar), 6.48 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.38 (s, 2H, -CH,-).

[ES'™MS] m/z 295 (MHY).

Compuesto 7c: 1-(2-cloro-4-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

S

Reactivo de partida: 0.70 mmol del compuesto 6c.

Rto.: 0.62 mmol, 87%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.90 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.49-7.53b (m,
1H, H-Ar), 7.23-7.26 (m, 2H, 2H-Ar), 6.47 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.38 (s, 2H, -CH,).
[ES'MS] m/z 295 (MHY).

Compuesto 7d: 1-(3-cloro-2-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

S
N/
N
-l
—
5 4

Cl
Reactivo de partida: 0.71 mmol del compuesto 6d.
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Purificacion: El extracto organico se lavo con agua destilada, se secé sobre sulfato
magnésico y se concentrd. El residuo obtenido se purifico por cromatografia en silice
utilizando como eluyente un gradiente de hexano:acetato (100:0 a 90:10).

Rto.: 0.56 mmol, 79%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8. ppm: 7.96 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.55-7.61 (m,
1H, H-Ar), 7.19-7.27 (m, 2H, 2H-Ar), 6.46 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.40 (d, 2H, -CH)).
[ES'MS] m/z 268 (MH").

Compuesto 7e: 2,5-bis(trifluorometilbencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

S

V4

N
/N\
FsC N
=4
5

CF3

Reactivo de partida: 0.86 mmol del compuesto 6e.

Rto.: Cuantitativo.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 7.96-8.01 (m, 3H, 2H-Ar, Hs), 7.46 (s a, 1H, H-
Ar), 6.53b (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.60 (s, 2H, -CH,-).
Compuesto 7f: 1-(4-clorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.
S

V4

N

N
/ S
N\j
/
Cl

Reactivo de partida: 0.30 mmol del compuesto 6f.

Rto.: 0.26 mmol, 87%.
[ES'MS] m/z 250 (MH").

Compuesto 7g: 1-(2-fluorobencil)3-isotiocianato-1H-pirazol.

111



PARTE EXPERIMENTAL

S

/
o

Reactivo de partida: 0.41 mmol del compuesto 6g.

Rto.: 0.386 mmol, 93%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: 7.92 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.35-7.43 (m,
1H, H-Ar), 7.17-7.27 (m, 3H, 3H-Ar), 6.45 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H.), 5.35 (5, 2H, -CH,).
[ES'MS] m/z 234 (MH").

Compuesto 7h: 1-(2,6-fluorobencil)3-isotiocianato-1H-pirazol.

S

/
i

Reactivo de partida: 0.774mmol del compuesto 6h.

Rto.: 0.61 mmol, 79%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.91 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.43-7.53b (m,
1H, H-Ar), 7.10-7.18 (m, 2H, 2H-Ar), 6.42 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.35 (s, 2H).
[ES'MS] m/z 252 (MH").

Compuesto 7i: 1-(2,3-difluorobencil)3-isotiocianato-1H-pirazol

S

7
F; T_Ni\ls;\f

Reactivo de partida: 0.5 mmol del compuesto 6i.
Rto.: 90%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal

de hexano:acetato.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 7.95 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.37-7.46 (m,
1H, H-Ar), 7.17-7.24 (m, 1H, H-Ar), 7.03-7.08 (m, 1H, H-Ar), 6.45 (d, J = 2.34 Hz,
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1H, Ha), 5.40 (s, 2H, -CHo-).
[ES*MS] m/z 252 (MH").

Compuesto 7j: 3-isotiocianato-1-(2-metilbencil)-1H-pirazol.

N
N
AR
-
=4
5

Reactivo de partida: 0.45 mmol del compuesto 6;j.

Rto.: 0.37 mmol, 82%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.86 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.17-7.23 (m,
3H, 3H-Ar), 6.97-6.99 (m, 1H, H-Ar), 6.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.30 (s, 2H, -CH,-
), 2.28 (s, 3H, -CHa).

[ES'™™MS] m/z 230 (MHY).

Compuesto 7k: 1-(2-fluoro-3-metilbencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

W

Reactivo de partida: 0.67 mmol del compuesto 6Kk.

Rto.: 0.51 mmol, 76%.

'"H-RMN (300 MHz, DMS0O-ds) & ppm: 7.90 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.22-7.28 (m,
1H, H-Ar), 7.02-7.10 (m, 2H, 2H-Ar), 6.44 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.32 (s, 2H, -CH,-
), 2.22 (d, 3H, -CHj).

[ES'MS] m/z 248 (MH").

Compuesto 71: 1-(6-cloro-2-fluoro-3-metilbencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol.

N
/N\
R N
—
s 4
Cl

Reactivo de partida: 0.96 mmol del compuesto 6.

S

S

S
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Rto.: 0.84 mmol, 87%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.91 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.21-7.39 (m,
2H, 2H-Ar), 6.43 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Ha), 5.39 (s, 2H, -CH,-), 2.22 (d, 3H, -CHg).
[ES*MS] m/z 282 (MH™).

Compuesto 7m: 1-[(2-cloro-6-fluoro-3-metilfenil)metil]-3-isotiocianato-1H-pirazol.

Reactivo de partida: 0.69 mmol del compuesto 6m.

Rto.: 0.61 mmol, 88%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.91 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.42-7.47 (m,
1H, Hy), 7.19-7.25 (m, 1H, Hs’), 6.41 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.42 (s, 2H, -CH>-), 2.31
(s, 3H, -CHj3).

[ES'MS] m/z 282 (MHY).

Compuesto 7i: [4-cloro-3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)fenil]carbamato de

tert-butilo.

Cl N

o~

A<

Reactivo de partida: 0.24 mmol del compuesto 6ii.

NH
O

Rto.: Cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.51 (s a, 1H, -NH-), 7.91 (d, 1H, Hs), 7.44-
7.48 (m, 1H, H-Ar), 7.33-7.37 (m, 1H, H-Ar), 7.17-7.21 (m, 1H, H-Ar), 6.48 (d, J =
2.34 Hz, 1H, Hy), 5.33 (s, 2H, -CHy-), 1.45 (s, 9H, 'But).

[ES'MS] m/z 365 (MH").
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Compuesto 70: [3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-2-metilfenil]carbamato de

tert-butilo.
e
N
/
N
—
5

o~
A<

Reactivo de partida: 0.20 mmol del compuesto 60.

NH
O

Rto.: Cuantitativo.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 3 ppm: 8.62 (s a, 1H, -NH-), 7.83 (d, J = 2.49 Hz, 1H,
Hs), 7.21-7.23 (m, 1H, Hy), 7.09-7.14 (m, 1H, Hs"), 6.81-6.83 (m, 1H, Hg), 6.45 (d, J =
2.34 Hz, 1H, H,), 5.31 (s, 2H, -CHy-), 2.11 (s, 3H, -CHs), 1.44 (s, 9H, 'But).
[ES'MS] m/z 345 (MHY).
Compuesto 7p: 3-isotiocianato-1-(fenilmetil)-1H-pirazol.

S

7

Reactivo de partida: 0.81 mmol del compuesto 6p.

Rto.: Cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.21-7.40 (m, 6H, 5H-Ar, Hs), 6.19 (d, J = 2.49
Hz, 1H, Ha), 5.22 (s, 2H, -CH,-).

[ES*MS] m/z 216 (MH*).

Compuesto 7q: 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-isotiocianato-5-metil-1H-pirazol.

/

Cl N
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Reactivo de partida: 1.09 mmol del compuesto 6q.

Rto.: 0.99 mmol, 91%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 7.25-7.49 (m, 3H, 3H-Ar), 6.23 (s, 1H, pirazol),
5.28 (s a, 2H, -CH,-), 2.37 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 282 (MHY).

4.1.2.6 Sintesis de la 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida (8a)

Compuesto 38a: 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanoato de etilo.

N
)\”/OV
0
A una disolucién de 3,5-dimetil-1H-pirazol (Aldrich, 8g, 0.083 mol) y carbonato
potasico anhidro (11.5 g, 0.083 mol) en 50 mL de acetonitrilo anhidro se afiadi6 etil-2-
bromopropanoato (Aldrich, 15 g, 0.083 mol). La mezcla de reaccion se calento a reflujo
durante 24 horas. Se adicionaron 0.2 equivalentes de carbonato potasico a la mezcla y
se mantuvo bajo reflujo durante 24 horas mas. Tras enfriar a temperatura ambiente, se
filtré la reaccion y se eliminé el disolvente bajo presion reducida. El residuo obtenido
se diluyd en 50 mL de diclorometano y se lavd con agua destilada. Tras separar la fase
acuosa, se extrajo con diclorometano (3 x 70 mL). Los extractos organicos se secaron
con sulfato sédico anhidro, se filtr6 y se concentré bajo presion reducida. El aceite
aislado se purifico por cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente un
gradiente lineal de la mezcla de hexano:acetato (100:0 a 20:80) obteniéndose 11.6 g de
2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanoato de etilo como un aceite incoloro (Rto. 71%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) & ppm: 5.83 (s, 1H, H-pirazol), 4.85 (q, J = 7.18 Hz, 1H, -
CHCHj3), 4.08-4.25 (m, 2H, -OCH,CHj3), 2.22-2.23 (m, 6H, 2CHj3), 1.79 (d, J = 7.32
Hz, 3H, -CHCHj3), 1.23 (t, J = 7.18 Hz, 3H, -OCH,CHy).
Compuesto 38b: 2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)propanoato de etilo.

El producto se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la
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preparacion del compuesto 38a. Se utilizaron como materiales de partida: 3-metil-1H-
pirazol (Aldrich, 80 g, 0.97 mol), carbonato potasico anhidro (138 g, 1 mol) y etil-2-
bromopropanoato (Aldrich, 181 g, 0.97 mol) en 500 mL de acetonitrilo anhidro
obteniéndose 105 g de 2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)propanoato de etilo como un liquido
amarillo (Rto. 87%). En la reaccién de alquilacion también se obtuvo el regioisdmero etil-2-
(5-metil-1H-pirazol-1-il)propanoato en una proporcién 3:7 frente al regioisomero deseado.

Compuesto 8a: 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida.

A una disolucion de hidrazina monohidrato (Fluka, 0.360 mol, 17.47 mL) en 100 mL de
etanol (95%) se afiadid gota a gota el intermedio 62 (11.76 g, 0.059 mol), previamente
disuelto en 60 mL de etanol. La mezcla de reaccion se calenté a 50°C y se siguio por
c.c.f. revelando con yodo. Tras 16 horas se eliminé el disolvente bajo presion reducida
obteniéndose 10.7 g de 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida como un solido
blanco (Rto. 98%).

'H-RMN (300 MHz, CDCls3) & ppm: 7.90 (s a, 1H, -NH-), 5.85 (s, 1H, H-pirazol), 4.80
(g, J = 7.18 Hz, 1H, -CHCHs3), 3.82 (s a, 2H, -NH,), 2.21-2.24 (m, 6H, 2CHs), 1.75 (d, J
= 7.18 Hz, 3H, -CHCHy).

[ES'MS] m/z 183 (MHY).

Compuesto 8b: 2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida.

N )

N
H
N\
)\”/ NH,
O

El producto se sintetiz6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la
preparacion del compuesto 8a. Se utilizaron como materiales de partida: 2-(3-metil-1H-
pirazol-1-il)propanoato de etilo (105 g, 0.76 mol), hidracina monohidrato (120 ml, 2.3
mol) en 400 mL de etanol obteniéndose 149 g de 2-(3-metil-1H-pirazol-1-
il)propanohidrazida como sélido blanco (Rto. 90%).
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®) & ppm: 9.28 (s a, 1H, -NH-), 7.62 (d, 1H, J=2.20 Hz,
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H-pirazol), 6.01 (d, 1H, J=2.05 Hz, H-pirazol), 4.80 (q, J = 7.18 Hz, 1H, -CHCH3), 4.29
(sa, 2H, -NHy), 2.11 (sa, 3H, -CH3), 1.51 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CHCHj3).
[ES'MS] m/z 169 (MH").

4.1.2.7 Métodos generales de sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol.
Metodo A:

Compuesto 9: N-(1-(2,5-diclorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
Cl No NS _N
NJ X WJ\N \
37 /4 N—N —
6 5
Cl

4

A una disolucion del compuesto 7a (80 mg, 0.23 mmol) en 5 mL de diclorometano
anhidro se afiadio el compuesto 8a (42 mg, 0.23 mmol). La disolucién se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se concentr6 a sequedad obteniendo
4-(1-(2,5-diclorobencil)-1H-pirazol-3-il)-1-(2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanoil)
tiosemicarbazida. [ES'MS] m/z 467 (MH"). El sélido se disolvio en 4 mL de &cido
sulfarico acuoso concentrado y se mantuvo bajo agitacion a temperatura ambiente
durante 3h. La mezcla resultante se neutralizé con amoniaco acuoso (32%) en bafio de
agua-hielo apareciendo un precipitado en la mezcla. El precipitado se purificd por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa. Se utiliz6 una columna
SunFire de dimensiones (30mm x 150mm) y como eluyente un gradiente lineal de
acetonitrilo:agua (40:100 a 100:0) en condiciones neutras obteniéndose 0.13 mmol del
compuesto 9, como un sélido blanco (Rto. 54%)

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.79 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.51-7.54 (m,
1H, H¢), 7.41-7.45 (m, 1H, Hy), 7.15-7.16 (m, 1H, Hg’), 6.01 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,),
5.83 (s, 1H, H-pirazol), 5.77 (9, J = 6.74 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.32 (s, 2H, -CH,-), 2.25
(s, 3H, -CHj3), 2.08 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.74 Hz, 3H, -CHCH3).

C-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.98, 14.02, 20.93 (3CHj3), 52.30 (CHCHs),
52.88 (CHy), 94.50 (C4), 105.72 (CH-pirazol), 129.85, 130.14 , 131.54 (3CH-Ar),
132.32 (C-Ar), 133.12(Cs), 137.31 (2C-Cl), 139.25 , 147.27 (2CCHz3), 149.12 (CNH),
161.77, 164.39, (2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 448 (MH").
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Los siguientes tiadiazoles se prepararon utilizando el método A, descrito anteriormente
en la obtencion del compuesto 9. En cada caso se reemplazaron los compuestos 7a 'y 8a
por los correspondientes. Las cantidades utilizadas, rendimientos se especifican en cada
caso. En el caso del método de purificacion se especifica si es distinto al utilizado en el

caso del compuesto 9.

Compuesto 10: N-(1-(2-bromobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-

iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

Br N H S

Nj \« W/LN/N\
ofzia e
Reactivos de partida: 0.255 mmol del compuesto 7b y 0.26 mmol del compuesto 8a.
Rto.: 0.15 mmol, 59%.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.76 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.63-7.66 (m,
1H, H-Ar), 7.23-7.37 (m, 2H, 2H-Ar), 7.02-7.05 (m, 1H, H-Ar), 5.99 (d, J = 2.20 Hz,
1H, Hy), 5.84 (s a, 1H, H-pirazol), 5.76 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHs3), 5.29 (s, 2H, -
CHy-), 2.24 (s, 3H, -CHs), 2.09 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH).
BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.53b, 13.59, 20.52 (3CHs), 52.45 (CH,),
54.62(CHCH3), 93.81 (C,), 105.28 (CH-pirazol), 122.51 (CH-Ar), 122.89 (C-Ar),
127.94, 129.80, 130.02, 132.60 (3CH-Ar, Cs), 136.34 (CBr), 138.82 (CCHs), 146.80,
148.46 (CCH3, CNH), 161.31, 163.91 (2C-tiadiazol).

[ES'MS] m/z 458 (MH™).
Compuesto 11: N-(1-(2-cloro-4-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
Cl N N S N
T \KWAN \
RY /4 N—N —
6 5
4

F

Reactivos de partida: 0.35 mmol del compuesto 7c¢ y 0.35 mmol del compuesto 8a.

Purificacién: El precipitado se filtrd y lavo con agua (0°C), posteriormente se disolvid
en acetato de etilo y se lavd con agua destilada. La fase organica se sec6 sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtrd6 y se concentrd0 a sequedad obteniéndose el producto

descrito.
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Rto.: 0.19 mmol, 53b%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-de) & ppm: 7.75 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.46-7.49 (m,
1H, Hs), 7.18-7.21 (m, 2H, Hs, He), 5.97 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hx), 5.85 (s, 1H, H-
pirazol), 5.76 (q, J = 6.74 Hz, 1H, -CHCH3), 5.29 (s a, 2H, -CHy-), 2.25 (s, 3H, -CHj3),
2.09 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.74 Hz, 3H, -CHCHj5).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.00, 20.92 (3CH3), 52.06 (CHCHs),
52.91 (CH,), 94.22 (Cy4), 105.70 (CH-pirazol), 115, 117 (2CH-Ar), 131.61 (C-Ar),
132.2, 132.82 (CH-Ar, Cs), 132.32 (CAr), 139.28 (C-CI), 147.27, 148.94 (2CCHy),
160.66, 161.81, 163.12, 163.38 (CNH (2C-tiadiazol, CF).

[ES'MS] m/z 432 (MHY).

Compuesto 12: N-(1-(3-cloro-2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

F N H SVJ\
_N
Cl 5/4 N—N —

Reactivos de partida: 0.35 mmol del compuesto 8a y 0.35 mmol del compuesto 7d.

Purificacion: El precipitado se filtrd y lavo con agua (0°C), posteriormente se disolvid

en acetato de etilo y se lavd con agua destilada. La fase organica se secé sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtr6 y se concentr6 a sequedad obteniéndose el producto

descrito.

Rto.: 0.232 mmol, 67%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.89 (s a, 1H, -NH-), 7.77 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.52-7.58 (m, 1H, H-Ar), 7.17-7.23 (m, 2H, 2H-Ar), 5.99 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,),
5.84 (s, 1H, H-pirazol), 5.77 (q, J = 6.74 Hz, 1H, -CHCH3), 5.32 (s, 2H, -CH,-), 2.25
(s, 3H, -CHs3), 2.10 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, 3H, J = 6.74 Hz, -CHCH).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.01, 20.96 (3CH3), 48.89 (CHCHs),

52.91 (CHy), 94.42 (C,), 105.72 (CH-pirazol), 125.80 (CH-Ar), 126.62, 126.76 (C-Cl,
C(Ar)), 129.61, 129.65, 130.66, 132.73, (3CH-Ar, Cs), 139.28, 147.28 (CCH3, CNH),
148.01 (CCH3), 154.40, 156.86, 163.75 (2C-tiadiazol), CF).

[ES*MS] m/z 432 (MH").
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Compuesto 13: N-(1-(2,5-bis(trifluorometil)bencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

FsC
3

H
N N SV/L N
VS -
7, P N—N ~—
, 5 4
6
4
CF3

Reactivo de partida: 0.68 mmol del compuesto 7e y 0.68 mmol del compuesto 8a.

Rto.: 0.068 mmol, 10%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.94 (s a, 1H, -NH-), 7.92-8.05 (m, 2H, Hs,
Hy), 7.86 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.45 (s, 1H, He), 6.04 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy),
5.72-5.80 (m, 2H, -CHCHj3;, H-pirazol), 5.51 (s a, 2H, -CH>-), 2.22 (s, 3H, -CHj3), 2.04
(s, 3H, -CHj3), 1.77 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.97, 13.97, 20.98 (3CHs), 51.34 (CH,),
52.90 (CHCHj3), 94.31 (C4), 105.72 (CH-pirazol), 125.88, 127.18, 128.00 (3CH-Ar),
133.64 (CH-pirazol), 137.88 (C-Ar), 138.05 (CF3), 139.27, 142.95, 147.29 (2C-CHg,
CF3), 149.60 (C-NH), 160.81, 164.09 (2C-tiadiazol).

[ES'MS] m/z 516 (MH").

Compuesto 14: N-(1-(4-clorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-

iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H S%\

N _N
Nj \« / )N\\>/
— N—N —

., 5 4

Reactivo de partida: 0.29 mmol del compuesto 7f y 0.29 mmol de compuesto 8a.

Purificacion: El precipitado se filtrd y lavo con agua (0°C), posteriormente se disolvid
en acetato de etilo y se lavd con agua destilada. La fase organica se secé sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtrd y se concentrd a sequedad obteniéndose el producto
descrito.

Rto.: 0.08 mmol, 29%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.87 (s, 1H, -NH-), 7.74 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.37-7.40 (m, 2H, Hs, Hy), 7.24-7.27 (m, 2H, H> Hg), 5.95 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
H,), 5.84 (s, 1H, H-pirazol), 5.76 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.20 (s, 2H, -CH,-),
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2.24 (s, 3H, -CHj3), 2.09 (s, 2H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.00, 21.91 (3CHs), 52.97 (CH,),
54.27 (CHCH3), 94.28 (C4), 105.71 (CH-pirazol), 128.83, 129.93 (4CH-Ar), 132.46
(Cs), 132.67(C-Cl), 136.91 (C-Ar), 139.33, 147.27 (2C-CHj3), 148.98, (CNH), 161.84,
164.16 (2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 414 (M™).

Compuesto 15: N-(1-(2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H SYL

N _N

Nj \(/ )N\\>/
— N—N —

, 5 4

Reactivo de partida: 0.34 mmol del compuesto 7g y 0.34 mmol del compuesto 8a.

Rto.: 0.18 mmol, 42%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.73 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.32-7.40 (m, 1H, Hy), 7.13-7.25 (m, 3H, Hs, Hs, He), 5.97 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hy), 5.85 (s, 1H, H-pirazol), 5.77 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3), 5.26 (s a, 2H, -CH>-),
2.25 (s, 3H, -CHj3), 2.10 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHy3).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.05, 14.11, 21.07 (3CH3), 48.94 (CHCHs),
52.97 (CHy), 94.29 (C,), 105.80 (CH-pirazol), 115.98, 125.02 (2CH-Ar), 130.50 (C-Ar),
130.60, 130.99 (2CH-Ar), 132.59 (Cs), 139.37, 147.37 (2C-CHs;), 149.85 (CNH),
159.29, 161.73, 164.48 (2C-tiadiazol, C-F).

[ES'MS] m/z 448 (MHY).

Compuesto  16: N-(1-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-
pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H SYL
F N _N
3 _— N—N —
4
I F 5
4 5

Reactivos de partida: 0.30 mmol del compuesto 7h y 0.36 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: El precipitado se purifico por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa. Se utiliz6 una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150

mm) y como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (40:100 a 100:0) en
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condiciones neutras. Posteriormente se disolvié en diclorometano (pureza de HPLC) y
se precipito con hexano (pureza HPLC).

Rto.: (0.154 mmol, 51%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.84 (s a, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.39-7.50 (m, 1H, Hy), 7.07-7.12 (m, 2H, Hs, Hs’), 5.92 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,),
5.86 (s, 1H, H-pirazol), 5.75 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.24 (s, 2H, -CH>-), 2.24 (s,
3H, -CHj3), 2.11 (s, 3H, -CHj3). 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHj).

[ES*MS] m/z 416 (MH™).

Compuesto 17: N-(1-(2,5-diclorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3-metil-1H-pirazol-1-
iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

Reactivo de partida: 0.20 mmol del compuesto 7a y 0.20 mmol de 2-(3-metil-1H-

pirazol-1-il)propanohidrazida (Artchem).

Purificacion: El precipitado se filtro y lavd con agua (0°C), posteriormente se disolvid
en acetato de etilo y se lavd con agua destilada. La fase organica se secd sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtré y se concentrd6 a sequedad obteniéndose el producto
descrito.

Rto.: 0.06 mmol, 32%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.93 (s a, 1H, -NH-), 7.79 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.73 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.51-7.54 (m, 1H, Hg"), 7.41-7.45 (m, 1H, Hy"),
7.13-7.14 (m, 1H, Hs~), 6.01-6.06 (m, 2H, Hq4, Hy), 5.83 (q, J = 7.03 Hz, 1H, -CHCH3),
5.32 (s, 2H, -CH,-), 2.15 (s, 3H, -CH3), 1.82 (d, 3H, J = 7.03 Hz, -CHCHj5).

BC-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 14.04, 20.75 (2CHs), 52.39 (CH,), 56.31
(CHCHg), 94.59 (C,4), 105.74 (CH-pirazol), 122.92, 130.13, 130.24 (3CH-Ar), 131.56,
132.40 (2C-Cl), 133.24, 134.88 (Cs, Cs), 137.41 (C-CHj3), 140.19 (C-Ar), 148.35 (C-
NH), 162.01, 164.04 (2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 434 (MH").
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Compuesto 18:  N-(1-(2-bromobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3-metil-1H-pirazol-1-
il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

Br \;]/ \N(\,?/( N——N

4

Reactivos de partida: 0.26 mmol del compuesto 7b y 0.26 mmol de 2-(3-metil-1H-

pirazol-1-il)propanohidrazida (ArtChem).

Purificacion: El precipitado se filtro y lavo con agua (0°C), posteriormente se disolvid
en acetato de etilo y se lavo con agua destilada. La fase orgénica se seco sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtr6 y se concentr6 a sequedad obteniéndose el producto
descrito.

Rto.: 0.11 mmol, 41%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.91 (s a, 1H, -NH-), 7.75-7.76 (m, 2H, Hs,
Hs), 7.63-7.66 (m, 1H, H-Ar), 7.23-7.37 (m, 2H, 2H-Ar), 6.99-7.02 (m, 1H, H-Ar), 6.06
(d, J = 2.20 Hz, 1H, H,), 5.99 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hy), 5.83 (g, J = 7.03 Hz, 1H, -
CHCHg3), 5.29 (s a, 2H, -CH,-), 2.15 (s, 3H), 1.82 (d, 3H, J = 7.03 Hz, -CHCHj3).
BC-RMN (100 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 14.04, 20.75 (2CHs), 52.39 (CH,), 56.31
(CHCHg), 94.59 (Cy4), 105.74 (CH-pirazol), 122.92 (CBr), 128.49, 130.28, 130.31,
130.41, 133.07, 133.12, (4CH-Ar, Cs, Cs'), 136.92, 140.15 (C-CHs, Cap), 148.33 (C-
NH), 161.34, 164.38 (2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 445 (MH").

Compuesto  19: N-(1-(2,3-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-l-iI)etiI)-1,3,4-tiadiazo|-2-amina.

Ve ¢ %N_N

Reactivo de partida: 0.82 mmol del compuesto 7i y 0.82 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: El precipitado se filtro y lavo con agua (0°C), se seco a vacio obteniéndose
el producto descrito.
Rto.: 0.61 mmol, 76%.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.90 (s a, 1H, -NH-), 7.77 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.01-7.44 (m, 3H, 3H-Ar), 5.98 (d, J = 1.90 Hz, 1H, H,), 5.84 (s, 1H, H-pirazol),
5.77 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.32 (br s, 2H, -CH,-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.09 (s,
3H, -CHg), 1.79 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHj5).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.94, 13.97, 20.95 (3CH3), 48.50 (CHCHy),
52.91 (CH,), 94.40 (C4), 105.71 (CH-pirazol), 117.37, 125.24, 125.93, (3CH-Ar),
127.25 C(Ar), 132.70 (Cs), 139,30, 147.30 (2C-CHs), 149.00 (C-pirazol-N), 151.20,
161.76 (2C-tiadiazol), 164.37, 169.53 (2C-F).

[ES*MS] m/z 416 (MH").

Compuesto 20: N-(1-(2,3-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3-metil-1H-pirazol-1-
iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
NN S>/<
F N/\j/ \NW ,\1 N—N
/ -~
F‘<\;§‘ = o~

Reactivo de partida: 0.19 mmol del compuesto 7i y 0.19 mmol del 2-(3-metil-1H-

pirazol-1-il)propanohidrazida (ArtChem).

Purificacion : El precipitado se filtro y lavo con agua (0°C), posteriormente se disolvid
en diclorometano y se co-evaporo6 con tolueno obteniendo el producto descrito.

Rto.: 0.15 mmol, 77%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.88 (s a, 1H-NH-), 7.77 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.74 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.33-7.43 (m, 1H, H-Ar), 7.12-7.20 (m, 1H, H-Ar),
6.99-7.03 (m, 1H, H-Ar), 6.06 (d, J = 2.05 Hz, 1H, H,), 5.98 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy),
5.83 (q, J = 7.03 Hz, 1H, -CHCH3), 5.31 (s, 2H —CH>-), 2.15 (s, 3H, -CH3), 1.81 (d, J =
7.03 Hz, 3H, -CHCHj3).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 14.00, 20.75 (2CH3), 48.58 (CHCH3), 56.32
(CH,), 94.46 (Cy), 105.73 (CH-pirazol), 117.46, 125.43, 125.94 (3CH-Ar), 127.24 (C-
Ar), 130.27, 132.81 (Cs’, Cs), 139.83 (C-CH3), 148.37 (C-NH), 161.51, 164.39, 166.89,
167.92 (2C-tiadiazol, 2C-F).

[ES*MS] miz 402 (MH").
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Compuesto 40: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

N
N
cl N \« / N—N

Reactivos de partida: 0.59 mmol del compuesto 7p y 0.59 mmol del compuesto 8a.

Rto.: 0.16 mmol, 27%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: 10.45 (s a, 1H, -NH-), 7.15-7.44 (m, 3H, 3H-
Ar), 5.85 (s, 1H, Hy), 5.69-5.76 (m, 2H, -CHCH3; Hy ), 5.20 (m, 2H, -CH,-), 2.35 (s,
3H, H4-C-C-CHs), 2.24 (s, 3H, -CHa), 2.13 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.74 Hz, 3H, -
CHCH).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.10, 14.19, 20.66 (3CHs), 43.19 (CH,), 52.86
(CHCHg), 93.52 (Cy), 105.78 (C,), 115.11 (CH-Ar), 122.73 (C-Ar), 125.98, 131.25
(2CH-Ar), 135.52 (CCI), 139.22, 140.94, 147.30 (3C-pirazol-CH3), 160.79, 163.27
(2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 446 (MH").

Meétodo B:
Compuesto 21: N-(1-(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-

iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N S
— ~
o AR

A una disolucion de 3-isotiocianato-1-(2-metilbencil)-1H-pirazol (Compuesto 7j, 127
mg, 0.55 mmol) en 5 mL en diclorometano anhidro se afiadié 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-
1-il)propanohidrazida (Compuesto 8a, 101 mg, 0.55 mmol). La mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Posteriormente se concentr6 a sequedad
bajo presion reducida obteniéndose 223 mg de 2-[2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)propanoil]-N-[1-(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-il]hidrazinacarbotioamida como un
sélido amarillo (Rto. 98%). [ES'MS] m/z 412 (MH"). El solido se disolvié en
oxicloruro de fésforo (Aldrich, 3 mL) y se mantuvo bajo agitacion a reflujo durante 2

horas y 30 minutos. Se elimind el disolvente a vacio. El residuo obtenido se disolvio en
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diclorometano y se lavd con agua destilada. El extracto organico se seco sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtrd6 y concentré para dar un solido que se purific6 por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa. Se utilizé una columna SunFire
de dimensiones (30 mm x 150 mm) y como eluyente un gradiente lineal de
acetonitrilo:agua (50:100, 100:0) en condiciones neutras obteniéndose 96 mg de N-(1-
(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-
amina (Rto. 46%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.68 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.10-7.18 (m, 3H, 3H-Ar), 7.01-7.04 (m, 1H, 1H-Ar), 5.93 (d, J =2.20 Hz 1H, Hy),
5.85 (s a, 1H, H-pirazol), 5.77 (q, J = 6.68 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.20 (s a, 2H, -CH>-),
2.35 (s, 3H, -ArCHjs), 2.25 (s, 3H, -CHg), 2.11 (s, 3H, -CHj3), 1.79 (d, 3H, J = 6.88 Hz, -
CHCH).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.96, 14.04, 19.21, 20.97 (4CH3), 52.94 (CHy),
53b.02 (CHCHj3), 93.94 (C4), (CHCHj3), 105.74 (CH-pirazol), 126.40, 128.19, 129.04,
130.57, 132.40 (4CH-Ar, Cs), 135.98 (C-benceno-CH3), 136.59, 139.27, 147.27 (2C-
CHs, C-Ar), 148.53b (CNH), 161.71, 164.34, (2C-tiadiazol).

[ES'MS] m/z 394 (MHY).

Los siguientes tiadiazoles se prepararon siguiendo el método B descrito anteriormente

en la sintesis del compuesto 21. En cada caso se reemplazaron los compuestos 7j y 8a
por los intermedios correspondientes. Las cantidades utilizadas, rendimientos y método
de purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 22: N-(1-(2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.
N S
N
— =N \
46 s /g)\

Reactivo de partida: 0.51 mmol del compuesto 7k y 0.51 mmol del compuesto 8a.

Rto.: 0.42 mmol, 84%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.72 (d, J = 2.05 Hz, 1H,
Hs), 7.19-7.25 (m, 1H, H-Ar), 6.97-7.06 (m, 2H, 2H-Ar), 5.96 (d, J = 2.20 Hz 1H, HJ),
5.74-5.84 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHj3), 5.23 (s, 2H, -CH;-), 2.25 (s a, 3H, -CHj3), 2.10
(s, 3H, -CHj3), 1.79 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).
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BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.00, 14.56, 21.00 (4CHs), 49.10
(CHCHj3), 52.94 (CH,), 94.22 (C,), 105.72 (CH-pirazol), 124.38, 124.33, 128.31,
131.72 (3CH-Ar, C-Ar), 132.44 (Cs), 137.88 (C-Ar), 139,28, 147.27 (2C-CHj3), 148. 84
(C-pirazol-N), 157.62, 160.15 (2C-tiadiazol), 164.47 (C-F).
[ES'MS] m/z 398 (MH").
Compuesto  23:  N-(1-(6-cloro-2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-
dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

F N/\;’/ \NW\I?/(N—N
Reactivo de partida: 0.84 mmol del compuesto 71 y 0.84 mmol del compuesto 8a.
Rto.: (0.26 mmol, 31%).
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a. 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.22-7.34 (m, 2H, 2H-Ar), 5.90 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,), 5.85 (s a, 1H, H-pirazol),
5.76 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.31 (m, 2H, -CH,-), 2.24-2.26 (m, 3H, -Ar-CHs),
2.07-2.11 (m, 6H, -2CH3), 1.79 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).
BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.99, 14.06, 14.42, 20.81 (4CHs), 46.51
(CHCHg), 52.86 (CH,), 93.51 (C,4), 105.70 (CH-pirazol), 122.04, 124.37 (C-Ar, C-Ar-
CHs)  125.34, 132.49, 132.64 (2CH-Ar, Cs) 132.70 (C-Cl), 139,13, 147.23 (2C-CHjy),
148.61 (C-pirazol-N), 159.00, 161.48 (2C-tiadiazol), 164.29 (C-F).
[ES'MS] m/z 446 (MH™).
Compuesto 24  N-(1-(2-cloro-6-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-
dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N N s>/<
Cl N/\j\NW,\{ N—N
/ ~
zﬁ o5 A~

Reactivo de partida: 0.61 mmol del compuesto 7m y 0.61 mmol del compuesto 8a.

Rto.: 0.24 mmol, 40%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.85 (s a, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.38-7.43 (m, 1H, H-Ar), 7.13-7.19 (m, 1H, H-Ar), 5.90 (d, J = 2.34 Hz, 1H, HJ),
5.87 (s a, 1H, H-pirazol), 5.75 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3), 5.33 (m, 2H, -CH,-), 2.32
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(s a, 3H, Ar-CHjs), 2.26 (s a, 3H, -CHj3), 2.12 (s a, 3H, -CHj3), 1.80 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -
CHCHj).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.98, 14.06, 20.16, 20.74 (4CHs), 46.78
(CHCHg), 52.86 (CHy), 93.67 (C4), 105.69 (CH-pirazol), 114.26 (CH-Ar), 122.19 (C-
Ar), 132.11 (CH-Ar), 132.76, 135.51 (C-Ar-CH3 C-Cl), 139.19, 147.25 (2C-CHj3),
148.48 (C-pirazol-N), 158.85, 161.30, 164.3 ((2C-tiadiazol), C-F).

[ES*MS] m/z 446 (MH").

Compuesto 26: N-(1-(5-amino-2-clorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N S
N
VS \WM__
Cl N N N—N
5 NS

NH»>

Reactivo de partida: 0.24 mmol del compuesto 7fi y 0.24 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: EI compuesto se purifico por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utiliz6 una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (30:100, 100:0) en
condiciones &cidas (0.1% de &cido trifluoroacético en ambos disolventes). La sal
obtenida se basific6 con amoniaco acuoso (32%) y se realiz6 una particion con
acetato de etilo/agua. La fase organica se secd sobre sulfato magnésico anhidro, se
filtr6 y se concentro a sequedad.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.88 (s a, 1H, -NH-), 7.67 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.05-7.07 (m, 1H, H-Ar), 6.47-6.50 (m, 1H, H-Ar), 6.02 (d, J = 2.20 Hz, 1H, H,),
6.19-6.20 (m, 1H, H-Ar), 5.83 (s a, 1H, H-pirazol), 5.77 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3),
5.26 (s a, 2H, -CH,-), 5.15 (s a, 2H, -NH_), 2.25 (s, 3H, -CH3), 2.09 (s, 3H, -CH3), 1.79
(d, J=6.88 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES'MS] m/z 429 (MHY).
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Compuesto 27: N-(1-(3-amino-2-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-
pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N S
N
N/\j \NW ,\?/<N—-N
— -~ \
2

Reactivo de partida: 0.19 mmol del compuesto 70 y 0.19 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: EI compuesto se purifico por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utiliz6 una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (20:100, 100:0) en
condiciones neutras.

Rto.: 0.09 mmol, 46%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.84 (s a, 1H, -NH-), 7.54 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 6.80-6.85 (m, 1H, H-Ar), 6.57-6.60 (m, 1H, H-Ar), 6.30-6.32 (m, 1H, H-Ar), 5.91
(d, J = 2.34 Hz, 1H, H,), 5.85 (s a, 1H, H-pirazol), 5.78 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH;),
5.12 (s a, 2H, -CHy), 4.83 (s a, 2H, -NH,), 2.26 (s, 3H, Ar-CH3), 2.11 (s, 3H, -CHj3),
2.03 (s, 3H, -CH3), 1.80 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHj5).

[ES'MS] m/z 409 (MHY).

Compuesto 39:  N-(1-bencil-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-
1,3,4-tiadiazo|-2-amina.

g "y %N-N

Reactivo de partida: 0.81 mmol del compuesto 7q y 0.81 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: EI compuesto se purifico por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizé una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (40:100, 100:0) en
condiciones neutras.

Rto.: 0.30 mmol, 37%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.85 (s a. 1H, -NH-), 7.74 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.24-7.33 (m, 5H, 5H-Ar) 5.96 (d, J = 2.20 Hz, 1H, H,), 5.85 (s a, 1H, H-pirazol),
5.78 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3), 5.20 (s a, 2H, -CH,-), 2.25 (s, 3H, -CHj3), 2.10 (s,
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3H, -CHs), 1.80 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.98, 14.02, 21.06 (3CHs), 52.97 (CH,), 55.12
(CHCHg3), 94.16 (C,), 105.74 (CH-pirazol), 128.04, 128.14, 128.86 (5CH-Ar), 132.27
(Cs), 137.89 (C-Ar), 139.32, 147.28 (2C-CHj), 148.76 (CNH), 161.31, 164.29 (2C-
tiadiazol).

[ES"MS] m/z 380 (MH").

Compuesto 25: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-

pirazol-l-iI)etiI)-1,3,4-tiadiazo|-2-amina.

: J "~ %N_N

Una suspension de 2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida (Compuesto 8a,
0.75 g, 4.1 mmol) y 1-(2-cloro-6-fluorobencil)-3-isotiocianato-1H-pirazol (Compuesto
7n, 1.1 g, 4.1 mmol) en 30 mL de etanol se calent6 a reflujo durante 2 horas
apareciendo un precipitado blanco. El precipitado se filtrd y se lavo con etanol para dar
1.65g de 1-(2-(3-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanoil)-4-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-
pirazol-3-il)tiosemicarbazida (3.7 mmol, 92 %). [ES'MS] m/z 450 (MH"). El sélido
(1.65 g, 3.7 mmol) se disolvid en 4 mL de &cido sulfurico acuoso concentrado y se agito
a temperatura ambiente durante 2h. La mezcla resultante se neutralizé con amoniaco
acuoso (32%) en bafio de hielo. El precipitado se filtré y secd obteniéndose 1.26 g de N-
(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina (2.9 mmol, 78%) como sélido blanco.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.21-7.34 (m, 3H, 2H-Ar, Hs), 7.05-7.06 (m, 1H,
H-Ar), 5.99 (d, J = 2.49 Hz 1H, H,), 5.83 (s a, 1H, H-pirazol), 5.69 (q, J = 7.18 Hz, 1H,
-CHCHj3), 5.36-5.37 (m, 2H, -CH,-), 2.30 (s, 3H, -CH3), 2.26 (s, 3H, -CH3), 1.99 (d, J =
7.18 Hz, 3H, -CHj3).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.08, 14.18, 20.79 (3CHs), 46.38 (CH,), 52.92
(CHCHg), 93.76 (C4), 105.81 (CH-pirazol), 115.28 (CH-Ar), 122.53b (C-Ar), 126.15,
131.76, 132.78 (2CH-Ar, Cs), 135.65 (CCI), 139.30 (CCHj3), 147.38, 148.73 (CCHg,
CNH), 160.75, 162.15 (2C-tiadiazol), 164.34 (CF).

[ES'MS] m/z 432 (MH").
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Compuesto 43: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-
pirazol-l—iI)etil)-N-metiI-l 3,4-tiadiazol-2-amina.

R \;C \( >/<N——N

A una disolucién de N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (Compuesto 25, 50 mg, 0.12 mmol) en 2
mL de dimetilformamida anhidra, se adicion6 carbonato potésico (Aldrich, 16 mg, 0.12
mmol) y yoduro de metilo (Aldrich, 16 mg, 0.12 mmol) y la mezcla se calento a reflujo.
La reaccion se siguidé por HPLC y c.c.f. Transcurrida 1 h y 30 minutos se adicion6 otro
equivalente de yoduro de metilo y la mezcla se mantuvo a reflujo durante 3 horas 30
minutos mas. Se realizd una particion de la mezcla entre diclorometano y cloruro
amonico (aq, sat). El extracto organico se secé sobre sulfato magnésico anhidro, se filtro
y concentré a vacio obteniéndose un residuo que se purificé por cromatografia en gel de
silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano:acetato de etilo
(100:0 a 70:30) obteniéndose 25 mg del compuesto N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-
pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-metil-1,3,4-tiadiazol-2-amina
(Rto. 46%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.86 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.40-7.47 (m,
1H, H-Ar), 7.33-7.35 (m, 1H, H-Ar), 7.21-7.27 (m, 1H, H-Ar), 6.14 (d, 1H, J = 2.20 Hz,
1H, Hy), 5.87 (s a, 1H, H-pirazol), 5.74 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.36 (s, 2H, -
CHy-), 3.50 (s, 3H, - NCHj3), 2.25 (s, 3H, -CHj3), 2.12 (s, 3H, -CH3), 1.79 (d, J = 6.88
Hz, 3H, -CHCHj5).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.11, 14.20, 20.79 (3CHs), 36.93 (NCHs),
46.58 (CH,), 52.89 (CHCHj3), 93.40 (C,4), 105.80 (CH-pirazol), 115.06 (CH-Ar), 122.50
(C-Ar), 126.15, 131.74, 133.30 (2CH-Ar, Cs), 135.58 (CCI), 139.27 (CCHa), 147.34,
151.60 (CCH3 CNH), 160.74, 163.35 (2C-tiadiazol), 165.18 (CF).

[ES*MS] m/z 446 (MH").
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4.1.2.8 Separacion de los enantiomeros del compuesto de referencia GSK1

\( }/\ _ \W H N—
\J/ \N(\y\?/<N~N Separacion quiral \j N~N b\ + F)—\_—/( NN N
{:§: HPLC
GSK1 Compuesto 1 Compuesto 2

El racemato GSK1 (38 mg, 0.091 mmol) se separ6 en sus dos enantiomeros
correspondientes, compuesto 1 y compuesto 2, por cromatografia liquida de alta
resolucion de tipo semipreparativo utilizando una columna de fase estacionaria quiral,
CHIRALPAK-AD 20x250mm y un gradiente isocratico de hexano:etanol (40:60) como
eluyente a un flujo de 17 mL/min. La longitud de onda empleada en la deteccion fue de
254 nm. ElI compuesto GSK1 se disolvido en 3 mL de etanol/isopropanol/metanol,
debido a la baja solubilidad del compuesto se calent6 la mezcla para la total disolucion.
Se necesitaron 4 inyecciones para separar la totalidad de la muestra, antes de cada
inyeccidn se calentd la disolucion del compuesto ya que éste precipitaba al descender la
temperatura. Tras colectar las fracciones deseadas y eliminar disolventes se obtuvieron
los dos enantibmeros correspondientes que fueron purificados por separado por
cromatografia en columna de gel de silice (1g) empleando una mezcla de disolventes de

grado de HPLC, diclorometano:metanol (25:1) como eluyente.

Compuesto 1: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-((1S)-1-(3-metil-1H-
pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

R N
J i U\
5N

Isémero S 4

El compuesto 1 eluyé en segundo lugar, se obtuvieron (10.5 mg, 0.025 mmol, 83%)
como sélido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna

CHIRALPAK-AD 4.6x150mm vy como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):metanol (0.1% isopropilamina) (85:15) con un de
ImL/min. El tiempo de retencion registrado para el compuesto fue de 6.70 min.

'"H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.36 (d, J = 2.20
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Hz, 1H, Hs), 7.22-7.32 (m, 2H, 2H-Ar), 7.02-7.09 (m, 1H, 1H-Ar), 6.09 (d, J = 2.20 Hz,
1H, Hy), 6.01-6.02 (m, 1H, Hy), 5.76 (q, J = 7.03 Hz, 1H, -CHCHS), 5.38 (d, 2H, -CH,-
), 2.35 (s, 3H, -CH3), 2.02 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CHCHj).

[ES*MS] m/z 418 (MH™).

[a]o?® = +0.88°(c =2, . = 589 nm, CDCls).

La configuraciéon absoluta (S) se determin6 por dicroismo circular vibracional y se
estimo con un 91% como limite de confianza. La concentracion de la muestra fue de
10mg/125ul empleando CDClI3; como disolvente.

Compuesto 2: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-((1R)-1-(3-metil-1H-
pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

El compuesto 2 eluy6 en primer lugar, se obtuvieron (10.5 mg, 0.025 mmol, 83%) como
solido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna

CHIRALPAK-AD 4.6x150mm vy como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):metanol (0.1% isopropilamina) (85:15) con un flujo
de ImL/min. El tiempo de retencion registrado para el compuesto fue de 4.43 min.
'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 7.36 (d, J = 1.90
Hz, 1H, Hs), 7.22-7.32 (m, 2H, 2H-Ar), 7.02-7.09 (m, 1H, 1H-Ar), 6.09 (d, J = 2.05 Hz
, 1H, Hy), 6.01-6.02 (m, 1H, Hy), 5.76 (g, J = 7.18 Hz, 1H, -CHCHj3), 5.38 (d, 2H, -
CHy-), 2.35 (s, 3H, -CHg), 2.02 (d, J = 7.18 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES'MS] m/z 418 (MH").

[a]p?® = —1.47° (c = 2, A = 589 nm, CDCl).

La configuracion absoluta (R) se determind por dicroismo circular vibracional y se
estimd con un 91% como limite de confianza. La concentracion de la muestra fue de

10mg/125ul empleando CDCl3; como disolvente.
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4.1.2.9. Separacion de los enantiémeros del compuesto 25

H

N S,
R N/N: \Nﬁ\r\ﬂ N—N Scparaclon quiral \j \N(\,\?/\N- \E\l\?/(N N
O W =

25 Compuesto 44 Compuesto 45

El compuesto racémico 25 (20 mg, 0.046 mmol) se separ0 en sus dos enantibmeros
correspondientes, compuesto 44 y compuesto 45, por cromatografia liquida de alta
resolucion de tipo semipreparativo utilizando una columna de fase estacionaria quiral,
CHIRALPAK-AD 20x250mm y un gradiente isocratico de hexano:etanol (50:50) como
eluyente a un flujo de 17 mL/min. La longitud de onda empleada en la deteccion fue de
254 nm. EI compuesto 25 se disolvié en 12 mL de isopropanol/metanol/acetonitrilo,
debido a la baja solubilidad del compuesto se calent6 la mezcla para la total disolucion.
Se necesitaron 6 inyecciones para separar la totalidad de la muestra, antes de cada
inyeccidn se calentd la disolucion del compuesto ya que éste precipitaba al descender la
temperatura. Tras colectar las fracciones deseadas y eliminar disolventes se obtuvieron
los dos enantibmeros correspondientes que fueron purificados por separado por
cromatografia en columna de gel de silice (500 mg) empleando una mezcla de
disolventes de grado de HPLC, diclorometano:metanol (25:1) como eluyente. Debido a
la poca cantidad de productos obtenida se recuperaron las primeras fracciones de la
purificaciéon llevada a cabo por HPLC, se concentraron y el residuo se repurifico
utilizando las mismas condiciones (CHIRALPAK-AD 20x250mm, gradiente isocratico
de hexano-etanol 50:50, F = 17 ml/min, 254 nm). En este caso la muestra se disolvio
empleando Gnicamente metanol (20 mL). Tras colectar las fracciones deseadas y
eliminar disolventes se obtuvolos dos enantidmeros deseados pero no con la pureza
necesaria para progresar a los ensayos de actividad bioldgica por ello se procedié a una
repurificacién de cada uno de ellos por cromatografia preparativa en fase reversa. En
ambos casos se emple6 una columna de fase reversa, SUNFIRE 19x150 mm y un
gradiente lineal de agua:acetonitrilo (3min 60:40; 15min 0:100; 20min 0:100) como
eluyente a un flujo de 17 mL/min. La longitud de onda empleada en la deteccion fue de
254 nm. Tras juntar las fracciones apropiadas y evaporar disolventes se obtuvieron los

enantiomeros deseados.
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Compuesto 44: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-((1S)-1-(3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

um

: J \( 7/\N_N\

Isémero S 4

El compuesto 44 eluyo en segundo lugar, se obtuvieron (1.7 mg, 0.004 mol, 8%) como

s6lido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna
CHIRALPAK-AD 4.6x150mm vy como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):metanol (0.1% isopropilamina) (85:15) con un de
ImL/min. El tiempo de retencion registrado para el compuesto fue de 3.39 min.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;) & ppm: 7.34 (d, J = 2.94 Hz, 1H, Hs), 7.22-7.32 (m, 2H,
2H-Ar), 7.02-7.09 (m, 1H, 1H-Ar), 5.96 (d, J = 2.34 Hz , 1H, Hy), 5.82 (s, 1H, H.pirazol),
5.76 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3), 5.36-5.37 (m, 2H, -CH,-), 2.26 (s, 3H, -CH3), 2.35
(s, 3H, -CHj3), 1.98 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES'MS] m/z 432 (MH").

Compuesto 45: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-((1R)-1-(3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

: J ¢ \r(N-N

Isdbmero R

El compuesto 45 eluyd en primer lugar, se obtuvieron (3.5 mg, 0.008 mmol, 16%) como
solido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se emple6 una columna

CHIRALPAK-AD 4.6x150mm vy como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):metanol (0.1% isopropilamina) (85:15) con un de
ImL/min. El tiempo de retencion registrado para el compuesto fue de 2.67 min.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.34 (d, J = 2.94 Hz, 1H, Hs), 7.22-7.32 (m, 2H,
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2H-Ar), 7.02-7.09 (m, 1H, 1H-Ar), 5.96 (d, J = 2.34 Hz , 1H, Hy), 5.82 (5, 1H, H.pirazal),
5.76 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CHCH3), 5.36-5.37 (m, 2H, -CH,-), 2.26 (s, 3H, -CH3), 2.35
(s, 3H, -CH3), 1.98 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CHCHj).

[ES'MS] m/z 432 (MHY).
4.1.3. Otros compuestos

Compuesto 41: acido  X-((3-(5-(1-(3-metil-1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-
iIamino)-lH-pirazoI-l-iI)metil)-4-metiIbencenosulfénico.

- " %N-N

\ ¥s0,H 4
A una disolucion del compuesto 7j (39 mg, 0.170 mmol) en 5 mL de diclorometano
anhidro se afiadio (31 mg, 0.170 mmol) de 2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)propanohidrazida
(ArtChem). (31 mg, 0.170 mmol). La disolucion se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas. La mezcla se concentrd a sequedad obteniéndose 70 mg de la 1-(2-(3-
metil-1H-pirazol-1-il)propanoil)-4-(1-(2-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)tiosemicarbazida.
[ES'MS] m/z 412 (MH"). El s6lido obtenido (70 mg, 0.170 mmol) en 4 mL de &cido
sulfurico concentrado (aq.) se agitod a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla
se guardo en el frigorifico durante un dia. Transcurrido ese tiempo y tras alcanzar
temperatura ambiente, la disolucion se neutraliz6 con NH3 (32%, aq.) apareciendo un
solido amarillento precipitado. El precipitado se filtrd y lavo con agua a 0°C y hexano,
obteniéndose el compuesto 41 (30 mg, 0.063 mmol, 37%) como un solido amarillo
palido.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.81 (d, J = 2.05 Hz, 1H, Hs), 7.70 (d, J = 2.05
Hz, 1H, Hs), 7.41-7.42 (m, 1H, H-Ar), 7.00-7.14 (m, 2H, 2H-Ar), 6.06 (d, J = 1.90 Hz,
Hy), 5.96 (d, J = 2.05 Hz, Hy), 5.83 (g, J = 6.88 Hz, 1H, -CH-CH3 ), 5.20 (s a, 2H, -
CHy), 2.36 (s, 3H, -CH3), 2.17 (s, 3H, -CH3), 1.83 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CH-CH3).
BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 13.50, 18.64, 20.10 (3CH3), 52.42 (CH,), 55.76
(CHCHg), 93.44, 105.20 (C4, C4"), 124.97, 126.18, 129.76, 131.62 (-2CH-Ar, Cs Cs),
134.58, 136.57 (C-Ar-CHs, C-Ar), 146.31, 147.71, 148.07 (CNH, 2C-pirazol-CHs,),
152.7, 163.83 (2C-tiadiazol).

[ES*MS] m/z 460 (MH").
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Compuesto 42: 4-(1-bencil-1H-pirazol-3-il)-3-metil-5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
iletil)-4H-1,2,4-triazol.

N
l\/l//>\ /
N

—
\

A una disolucion del compuesto 7p (24 mg, 0.11 mmol) en 5 mL de diclorometano
anhidro se afiadio el compuesto 8a (20 mg, 0.11 mmol). La disolucion se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se concentrd a sequedad obteniéndose
44 mg de 1-(2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)propanoil)-4-(1-bencil-1H-pirazol-3-
il)tiosemicarbazida como solido, [ES'MS] m/z 398 (MH™). El sélido obtenido (44 mg,
0.11 mmol) se disolvié en 5 mL de hidréxido sédico (2N, ac) se agité a temperatura
ambiente durante 3 horas. Transcurrido este tiempo se calent6 a reflujo durante 15
horas. Tras alcanzar temperatura ambiente, la disolucion se acidificO con é&cido
clorhidrico (2N, ag.) hasta alcanzar pH = 7, apareciendo un precipitado blanco. El
precipitado se filtré y lavo con agua a 0°C. El s6lido obtenido se disolvié en amoniaco
acuoso (32%) y se neutralizé con &cido clorhidrico (2N, ac.) hasta la aparicion de un
precipitado blanco en la disolucion. La mezcla se guardé en el frigorifico durante dos
dias, transcurrido ese tiempo y tras alcanzar temperatura ambiente se filtrd el sélido
blanco precipitado y se lavo con agua a 0°C, obteniéndose el compuesto 42 (20 mg,
0.053b mmol, 47%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.82 (d, J = 2.42 Hz, 1H, Hs), 7.28-7.40 (m,
5H, 5H-Ar), 5.90 (d, J = 2.42 Hz, 1H, Hy), 5.55 (s, 1H, H-pirazol ), 5.38 (q, J = 6.85 Hz,
1H, -CHCHg), 5.29 (s, 2H, -CH,), 1.98 (s, 3H, -CH3), 1.61 (s, 3H, -CHj3), 1.56 (d, J =
6.65 Hz, 3H, -CHj3).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 9.43, 13.35, 18.01 (3CHs), 48.08 (CHCHs),
55.25 (CH,), 103.44, 104.47 (C4, CH-pirazol), 127.93, 128.54, 132.02 (5CH-Ar),
136.46, 138.29 (Cs, C-pirazol), 140.53, 146.63 (2C-pirazol-CH3), 151.08 (C-triazol),
168.86 (CSH).

[ES'MS] m/z 380 (MH").
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4.1.3. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol: Serie del 1-(4-metiltiazol-2-

il)etanol.

4.1.3.1. Sintesis de la 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)propanohidrazida.

Compuesto 49: 3-amino-2-metil-3-thioxopropanoato de etilo.

/\OJ\HkNHZ

Una disolucion de éacido difenilfosfinoditioico (Alfaaesar, 37.4 g, 149 mmol) y
cianopropionato de etilo (ABCR, 9.9 mL, 74.7 mmol) en isopropanol (350 mL) se
calenté a reflujo durante 5h. Transcurrido ese tiempo la reaccion se completd. El
seguimiento de la reaccion se realizd por c.c.f utilizando como una mezcla
hexano:acetato (7:3) como eluyente. El crudo se guardd en la nevera hasta el dia
siguiente. La mezcla se filtro a vacio, y se lavo con isopropanol. Tras disolver el crudo
en acetato de etilo (250 mL) se lavé con una disolucion acuosa de sosa (1N, 250 mL),
agua (300 mL), brine (300 mL) y se seco sobre sulfato sédico anhidro, se filtrd y se
concentr6 a sequedad. La purificacion del residuo se llevd a cabo mediante
cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente de hexano:acetato de
etilo obteniéndose 6.6 g de 3-amino-2-metil-3-thioxopropanoato de etilo en forma de
solido blanco (Rto. 55%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 9.60 (s a, 1H, -NH-), 9.40 (s a, 1H, -NH-), 4.06
(9, J = 7.03 Hz, 2H, -CH,-), 3.74 (q, J = 6.88 Hz, 1H,-CH-CHj3), 1.29 (d, J = 6.88 Hz,
3H, -CH-CHg), 1.15 (t, J = 7.03 Hz, 3H, -CH,-CHj3).

[ES'MS] m/z 162 (MH").

Compuesto 50: 2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato de etilo.

S__N

O\/
O
Una disolucién del compuesto 49 (6.6 g, 40.9 mmol) y cloroacetona (Fluka , 3.27 mL,
40.9 mmol) en dimetilformamida (50 mL) se agit6 a 80°C durante 5h. Transcurrido ese
tiempo se pard la calefaccion. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, se afiadid

una disolucion acuosa saturada de bicarbonato sodico acuoso (150 mL) y se extrajo con
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dietil éter (2 x 200 mL). La fase organica se lavé con brine, se secé sobre sulfato sédico
y se concentrd obteniéndose 7.57 g de 2-bromo-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato
de etilo en forma de aceite amarillo (Rto. 93%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.19 (m, 1H, H-tiazol), 4.06-4.23 (m, 3H, 2H-
CH;, y-CH-CHg3), 2.31 (s, 3H,-CHs-tiazol), 1.48 (d, J = 7.18 Hz 3H, -CH-CH3), 1.16 (t,
J =7.03 Hz, 3H, -CH,-CHj).

[ES"MS] m/z 200 (MH").

Compuesto 51: 2-bromo-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato de etilo.

S

Br O\/

O
A una disolucion del compuesto 50 (7.57 g, 38 mmol) en tolueno (100 mL) y agua (28
mL) se afiadi6 &cido clorhidrico concentrado (3.43 mL, 41.8 mmol). La mezcla agit6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion se enfrio a 0°C en un bafio de
agua-hielo y se adicion6 bromuro potésico (Panreac, 4.97, 41.8 mmol) y peroxido de
hidrogeno 33% (Panreac, 4.59 mL. 49.4 mmol). La disolucion se agité a 0°C durante 3
horas. Transcurridas las 3 horas se afiadieron 150 mL de una disolucion acuosa (1N) de
tiosulfato sodico y 150 mL de disolucidn acuosa saturada de bicarbonato sodico. Se
separar ambas fases y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 150 mL). El
conjunto de las fases organicas se lavo con brine, se secd sobre sulfato sddico y se
concentré obteniéndose 10.22 g de 2-bromo-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato de
etilo en forma de aceite (Rto. 97%).
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.43 (m, 1H, H-tiazol), 4.24 (q, J = 7.03 Hz,
2H, -CH,-), 2.30-2.35 (m, 6H, 3H-tiazol-CH3, 3H-CH3-Br), 1.19-1.24 (m, 3H, -CHs-
CHy-).
Compuesto 52: 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato de etilo.

s__N

0
HO ~~
0

A una disolucion del compuesto 51 (10.2 g, 36.7 mmol) en acetonitrilo (112 mL) y agua
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(28 mL) se afadié Oxido de plata (Aldrich, 4.25 g, 18.33 mmol). La mezcla agit6 a
temperatura ambiente durante 12 horas. La disolucion se filtro a través de celita
eliminando los sélidos no deseados y ésta se lavo con una mezcla de diclorometano:
metanol (95:5). El filtrado se concentr6 a sequedad obteniendo 8 g de un residuo
marrén. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en gel de silice utilizando
como eluyente un gradiente lineal de la mezcla de hexano:acetato de etilo (100:0 a
70:30) obteniéndose 4.14 g de 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il) propanoato de etilo
como un aceite amarillo (Rto. 52%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.19 (m, 1H, H-tiazol), 6.72 (s, 1H, -OH), 4.09
(9, J =7.03 Hz, 2H, -CH,-), 2.31-2.32 (s, 3H, tiazol-CHj3), 1.67 (m, 3H, -CH3-), 1.14 (t,
J =7.18 Hz, 3H, tiazol-CH3-CHy-).

[ES'MS] m/z 216 (MHY).

Compuesto 53a: 2-(4-metiltiazol-2-il)propanohidrazida.

S N
H
N

~N

NH,
O

A una disolucion del compuesto 50 (315 mg, 1.58 mmol) en 5 mL de etanol se afiadio
hidrazina monohidrato (Fluka, 7.90 mmol, 0.384 mL). La mezcla de reaccion se calento
a 50°C y se siguié por c.c.f. Tras 3 horas se adiciond hidrazina monohidrato (Fluka, 7.90
mmol, 0.384 mL) y se agitd a 50°C durante cuatro horas. Transcurrido ese tiempo
elimino el disolvente bajo presién reducida. El residuo se purificd por cromatografia en
gel de silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla de
diclorometano:metanol (100:0 a 95:5) obteniéndose 3 g de 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-
tiazol-2-il)propanohidrazida como un sélido blanco (Rto.78%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl3) 6 ppm: 9.36 (s a, 1H, -NH-), 7.12 (s, 1H, H-tiazol), 4.27 (s,
2H, -NH,), 3.92 (q, J = 7.18 Hz, 1H, -CH-CHj3), 2.30 (s, 3H, tiazol-CHj3), 1.40 (s, 3H, J
= 7.18 Hz, -CH-CHs3).

[ES'MS] m/z 186 (MHY).
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Compuesto 53bb: 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)propanohidrazida.

S N
H
N

N

HO NH,

O

A una disolucion de hidrazina monohidrato (Fluka, 192 mmol, 9.35 mL) se afiadi6 gota
a gota el compuesto 52 (4.14 g, 19.23 mmol), previamente disuelto en 60 mL de etanol.
La mezcla de reaccion se calentd a 50°C y se siguié por c.c.f. Tras 3 horas se eliming el
disolvente bajo presion reducida. El residuo obtenido se tritur6 con una mezcla de
diclorometano/hexano y finalmente dietil éter. Tras la trituracion con éter ser filtrd el
solido obtenido y se purifico por cromatografia en gel de silice utilizando como
eluyente un gradiente lineal de la mezcla de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5)
obteniéndose 3 g de 2-hidroxi-2-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)propanohidrazida como un
solido blanco (Rto. 78%).

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 9.05 (s &, 1H, -NH-), 7.16 (s, 1H, H-tiazol), 6.59 (s,
1H, -OH), 4.23-4.25 (m, 2H, -NHy), 2.32 (s, 3H, tiazol-CHj3), 1.67 (s, 3H,-CHj).
[ES'MS] m/z 202 (MH™).

4.1.3.2. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol con 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol

como parte derecha.

Los siguientes tiadiazoles se prepararon siguiendo el método descrito anteriormente en
la sintesis del compuesto 25. En cada caso se reemplazaron los compuestos 7n 'y 8a por
los intermedios correspondientes. Las cantidades utilizadas, rendimientos y método de
purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 46: N-(1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(4-metiltiazol-2-
iletil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N. NS
R ST s
= N—N /
5 Y
cl

Reactivo de partida: 0.702 mmol del compuesto 7n y 0.702 mmol del compuesto 53a.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
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de diclorometano:metanol (100:0) a (95:5).

Rto.: 21 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.5 (s &, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.21-7.46 (m, 4H, 3H-Ar, 1H-tiazol), 5.92 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.32 (s, 2H, -
CHy-), 4.86 (q, J = 6.88 Hz, 1H, -CH-), 2.35 (s, 3H, -CH3), 1.71 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -
CH-CHjy).

[ES*MS] m/z 435 (MHY).

Compuesto 47: 1-(5-((1-(2-cloro-6-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
R N A s
=, N~N /
z 5 5 N\%
Cl

Reactivo de partida: 0.328 mmol del compuesto 7ny 0.328 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
de diclorometano:metanol (100:0) a (90:10).

Rto.: 44 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.84 (s a, 1H, -NH-), 7.69 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.21-7.46 (m, 5H, 3H-Ar, 1H-tiazol, -OH), 5.90 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.32 (s a,
2H, -CH,-), 2.29 (s, 3H, -CH3), 1.97 (s, 3H, -C-CHs).

[ES*MS] m/z 451 (MH")

Compuesto 54: 1-(5-((2-(3-cloro-2-fluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)ethanol

H s OH
N
R ST s
=, N~N /
z j 5 N\%
Cl

Reactivo de partida: 0.73 mmol del compuesto 7d y 0.73 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
de hexano:acetato.
Rto.: 67 %.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.90 (s a, 1H, -NH-), 7.76 (d, J = 2.27 Hz, 1H,
Hs), 7.52-7.56 (m, 3H, 3H-Ar), 7.29 (s, 1H, tiazol), 7.13-7.21 (m, 3H, 2H-Ar, 1H-OH),
5.99 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hy), 5.33 (br s, 2H, -CH,-), 2.30 (s, 3H, -CHj3), 1.98 (s, 3H, -
CHj).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm:, 17.36, 28.70 (2CHs3), 46.91 (CHy,), 74.64 (C-
OH), 94.45 (C,), 115.30 (CHyiazn), 120.23 (C-Cl) 125.89 (CH(an), 126.72 (C(an),
129.44, 130.62, 132.73 (Cs, 2CHan), 149.04 (C-NH), 152.41 (C-CHsiazon), 154.34,
156.81, 164.64, 175.80 (2C tagiazol), Ciazot), C-F).

[ES*MS] m/z 451 (MH").

Compuesto 55: 1-(5-((1-(2,3-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-tiadiazol-2-
il)-1-(4-metiltiazol-2-il)ethanol

H

H o 7P
N
=4 N—N /
@ 5 “f
F

Reactivo de partida: 0.92 mmol del compuesto 7i y 0.92 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
de hexano:acetato.

Rto.: 58 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.90 (s &, 1H, -NH-), 7.76 (d, J = 2.27 Hz, 1H,
Hs), 7.52-7.56 (m, 3H, 3H-Ar), 7.29 (s, 1H, tiazol), 7.13-7.21 (m, 1H, -OH), 5.99 (d, J
= 2.27 Hz, 1H, Hy), 5.33 (br s, 2H, -CH>-), 2.30 (s, 3H, -CH3), 1.98 (s, 3H, -CH3).
[ES'MS] m/z 435 (MH").

Compuesto 56: 1-(5-((1-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-tiadiazol-2-
il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

4o OH
N

R ST ) s

=4 N~N /

g B

Reactivo de partida: 0.83 mmol del compuesto 7h y 0.83 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal

de hexano:acetato.
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Rto.: 36 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.90 (s a, 1H, -NH-), 7.69 (d, J = 2.02 Hz, 1H,
Hs), 7.42-7.46 (m, 1H, H-Ar), 7.22-7.25 (m, 2H, H-tiazol, -OH), 7.08-7.12 (m, 1H, H-
Ar), 5.92 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hy), 5.25 (s, 2H, -CH,-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.29 (s, 3H, -
CHg), 1.97 (s, 3H, -CHj3).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm:, 17.36, 28.59 (2CHs3), 42.87 (CH,), 74.59 (C-
OH), 94.08 (Cy4), 111.98, 112.23 (2CHan), 112.79 (C(an), 115.29 (CH(ap), 131.43,
132.28 (Cs, CHiazony), 148.82 (C-NH), 152.42 (C-CHaiazory), 160.18, 162.65 (2C-F),
164.71, 166.35, 175.88 (2C tiadiazol), C(tiazol))-

[ES'MS] m/z 435 (MH").

Compuesto 57: 1-(5-((2-(2-fluoro-3-metilbencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol

4o oH
N
R ST s
=4 N—N /
5 e

Reactivo de partida: 0.19 mmol del compuesto 7k y 0.19 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: El precipitado se filtré y lavé con agua (0°C) posteriormente se seco bajo
condiciones de presion reducida obteniéndose el compuesto descrito.

Rto.: 91 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.69 (s a, 1H, -NH-), 7.71 (d, J = 2.02 Hz, 1H,
Hs), 6.99-7.29 (m, 5H, 3H-Ar, -OH, H-tiazol), 5.96 (d, J = 2.02 Hz, 1H, Hy), 5.25 (s,
2H, -CH>-), 2.23 (s, 3H, -CHs(ap), 2.30 (s, 3H, -CH3), 1.96 (s, 3H, -CHj).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 14.53b, 17.35, 28.71 (3CHs), 49.10 (CH,),
74.67 (C-OH), 94.21 (Cy), 115.27 (CHiazon), 124.37, 128.08, 131.63, 132.43 (3CHay,
Cs), 148.82, 152.42 (C-NH, C-CHaiazop), 157.67, 160.11, 164.68 (C(ay-CHs, Ciadiazol)-
NH, C(an), 166.11, 166.34 175.81 (Ciazoly-S, Ctiadiazo-C(CH3), C-F).

[ES*MS] m/z 431 (MH").
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4.1.3.3. Separacion de los enantiémeros del compuesto 56

HPLC

i s g fos ¢ is g
N, \( N N
N L) o N ) N )
R N\J N\’\?/ﬁ_s Separacion quiral E N\;’/ N\ms . K N Nt 7 s
>: N\% — 5 N\% N\%
F F F

Compuesto 56 Compuesto 58 Compuesto 59
El compuesto racémico 56 (78 mg, 0.178 mmol) se separd en sus dos enantidbmeros
correspondientes, compuesto 58 y compuesto 59, por cromatografia liquida de alta
resolucion de tipo semipreparativo utilizando una columna de fase estacionaria quiral,
CHIRALPAK-AD 20x250mm y un gradiente isocratico de
acetonitrilo:(metanol:isopropanol), (90:10) como eluyente a un flujo de 17 mL/min. A
ambos disolventes se les adicion6 un 0.1% de isopropilamina como aditivo bésico. La
longitud de onda empleada en la deteccion fue de 254 nm. EI compuesto 30 se disolvid
en 3.5 mL de metanol/acetonitrilo. Se necesitaron 2 inyecciones para separar la
totalidad de la muestra. Tras colectar las fracciones deseadas y eliminar disolventes se
obtuvieron los dos enantiomeros.

Compuesto 58: (15)-1-(5-((2-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH

N AT
R SO S
g B

El compuesto 58 eluy6 en primer lugar, se obtuvieron (28 mg, 0.064 mmol, 72%) como

Isémero S

solido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empleé una columna

CHIRALPAK-AD 4.6x150mm y como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):[(metanol:isopropanol)(60:40)](0.1% isopropilamina)
(90:10) con un flujo de ImL/min. El tiempo de retencién registrado para el compuesto
fue de 3.90 min.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.82 (s &, 1H, -NH-), 7.69 (d, J = 2.02 Hz, 1H,
Hs), 7.42-7.46 (m, 1H, H-Ar), 7.22-7.25 (m, 2H, H-tiazol, -OH), 7.08-7.12 (m, 1H, H-
Ar), 5.92 (d, J = 2.27 Hz, 1H, H,), 5.25 (s, 2H, -CH,-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.29 (s, 3H, -
CHs), 1.97 (s, 3H, -CHs).

146



PARTE EXPERIMENTAL

[ES'MS] m/z 434 (MH").
[a]o?® = +101.55° (c = 2, A = 589 nm, CDCls).

La configuraciéon absoluta (S) se determind por dicroismo circular vibracional y se
estim6 con un 91% como limite de confianza. La concentracion de la muestra fue de

10mg/125ul empleando CDCl3; como disolvente.

Compuesto  59: (1R)-1-(5-((1-(2,6-difluorobencil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N 5
= N—N /
C§5 Nw/
F

El compuesto 59 eluyd en segundo lugar, se obtuvieron (41 mg, 0.101 mmol,

"y ®)

Isémero R

cuantitativo) como solido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna

CHIRALPAK-AD 4.6x150mm vy como eluyente una mezcla isocratica de
acetonitrilo(0.1% isopropilamina):[(metanol:isopropanol)(60:40)](0.1% isopropilamina)
(90:10) con un flujo de ImL/min. El tiempo de retencion registrado para el compuesto
fue de 5.93 min.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.82 (s a, 1H, -NH-), 7.69 (d, J = 2.02 Hz, 1H,
Hs), 7.42-7.46 (m, 1H, H-Ar), 7.22-7.25 (m, 2H, H-tiazol, -OH), 7.08-7.12 (m, 1H, H-
Ar), 5.92 (d, J = 2.27 Hz, 1H, H,), 5.25 (s, 2H, -CH,-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.29 (s, 3H, -
CHs), 1.97 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 435 (MH").

[a]o?® = -96.08° (c = 2, A = 589 nm, CDCl5).

La configuracion absoluta (R) se determind por dicroismo circular vibracional y se
estimo con un 91% como limite de confianza. La concentracion de la muestra fue de
10mg/125ul empleando CDClI3; como disolvente.

4.1.4. Sintesis de los 1,3,4-tiadiazoles con piridina como reemplazo del bencilpirazol
4.1.4.1. Sintesis de los bromuros y mesilatos de bencilo no comerciales

Compuesto 60c: 2-(bromometil)-6-metilpiridina.
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Br
3 | NN
4 N A

A una disolucion de (6-metil-2-piridinil)metanol (Aldrich, 300 mg, 2.44 mmol) en
tetrahidrofurano (10 mL) se afiadio tribromuro de fdsforo (Aldrich, 725 mg, 2.68
mmol). La mezcla se agito a temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido este
tiempo la mezcla se concentrd a sequedad y el residuo se purificd por cromatografia de
columna en gel de silice. Se utiliz6 como eluyente un gradiente lineal de la mezcla
hexano:acetato de etilo (100:0, 0:100), obteniéndose un sélido blanco. El sélido se
disolvio en acetato de etilo y la disolucion resultante se lavé con una disolucién acuosa
basificada hasta pH=14 con amoniaco (32%, ac.). La fase organica se seco sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtr6 y se concentr6 a sequedad obteniéndose 152 mg de 2-
(bromometil)-6-metilpiridina como sélido blanco (Rto. 34%).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d) & ppm: 7.68 (t, J = Hz, 1H, H,), 7.33 (d, 1H, Hs), 7.17
(d, J = Hz, 1H, Hs), 4.62 (s, 2H, -CH,-), 2.44 (s, 3H, -CHs).

Compuesto 60d: 3-(bromometil)-2-fluoropiridina.

Br
4 | AN F
5~ N

6

El producto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la sintesis
del compuesto 3fi. Se utilizaron como reactivos de partida, el (2-fluoro-3-
piridinil)metanol (Asynchem, 505 mg, 3.97 mmol), trifenilfosfina (Aldrich, 1.042 g,
3.97 mmol) y tetrabromuro de carbono (Aldrich, 1.318 mg, 3.97 mmol). En este caso
tras 16 horas de reaccion se afiadieron trifenilfosfina (Aldrich, 323 mg, 1.19 mmol) y
tetrabromuro de carbono (Aldrich, 409 mg, 1.32 mmol). Transcurridos 45 minutos la
mezcla se concentro a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia de columna en
gel de silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano:acetato
de etilo (100:0, 50:50) obteniéndose 812 mg de 3-(bromometil)-2-fluoropiridina en
forma de aceite (Rto. cuantitativo).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.20-8.21 (m, 1H, Hg), 8.06-8.12 (m, 1H, Hy),
7.35-7.39 (m, 1H, Hs), 4.69 (s, 2H, -CH,).
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[ES'MS] m/z 190 (MH").
Compuesto 60e: 2-(bromometil)-3-fluoropiridina.
Br

SN

4N Z 6
5

El producto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la sintesis
del compuesto 3i. Se utilizaron como reactivos de partida, (3-fluoro-2-
piridinil)metanol (Maybridge, 250 mg, 1.97 mmol), trifenilfosfina (Aldrich, 619 mg,
2.36 mmol) y tetrabromuro de carbono (Aldrich, 783 mg, 2.36 mmol). En este caso la
mezcla se agitdé durante 3h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
concentrd la mezcla a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia de columna en
gel de silice utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano:acetato
de etilo (100:0, 35:65) obteniéndose 224 mg de 3-(bromometil)-2-fluoropiridina en
forma de aceite anaranjado (Rto. 60%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.39-8.41 (m, 1H, He), 7.74-7.80 (m, 1H, Hy),
7.46-7.51 (m, 1H, Hs), 4.70 (s, 2H, -CH,).

[ES'MS] m/z 190 (MHY).

Compuesto 60f: 2-(bromometil)-3,5-dicloropiridina.

Br

Cl XN

4 | =6
Cl
El producto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la sintesis
del compuesto 3fi. Se utilizaron como reactivos de partida, (3,5-dicloropiridin-2-
il)metanol (Activate, 500 mg, 2.81 mmol), trifenilfosfina (Aldrich, 737 mg, 2.81 mmol)
y tetrabromuro de carbono (Aldrich, 931 mg, 2.81 mmol). En este caso tras 5 horas de
reaccion se afiadieron trifenilfosfina (Aldrich, 294 mg, 1.12 mmol) y tetrabromuro de
carbono (Aldrich, 374 mg, 1.12 mmol). Transcurridos 16 horas la mezcla se concentro a
sequedad. El residuo se purifico por cromatografia de columna en gel de silice
utilizando como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano:acetato de etilo
(100:0, 70:30) obteniéndose 540 mg de 5-(bromometil)-3-cloro-2-metilpiridina como

solido rosado (Rto. 80%).
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.60-8.61 (m, 1H, Hg), 8.30-8.31 (m, 1H, Hy),
4.72 (s, 2H, -CHy-).
Compuesto 60g: 2-(bromometil)-3-fluoro-4-metilpiridina.

Br

n

SN

Z 6
5

A una disolucion del compuesto 72 (246 mg, 1.74 mmol) en tetrahidrofurano (10 mL)
se afiadio tribromuro de fésforo (Aldrich, 519 mg, 1.92 mmol). La mezcla se agito a
temperatura ambiente durante 22 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla se concentro
a sequedad. El residuo se disolvio en éter dietilico y la disolucion resultante se lavé con
una disolucién de bicarbonato sodico acuoso. La fase organica se secd sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtro y se concentr6 a sequedad obteniéndose 372 mg de 2-
(bromometil)-3-fluoro-4-metilpiridina como so6lido blanco (Rto.cuantitativo).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.23-8.25 (m, 1H, He), 7.34-7.37 (m, 1H, Hs),
4.66 (m, 2H, -CH,-).

[ES*MS] m/z 206 (MH?").

Compuesto 72: (3-fluoro-4-metilpiridin-2-il)metanol.

OH

N7

I/

A una disolucién de 3-fluoro-4-metilpiridincarbaldehido (Asymchem, 250 mg, 1.797
mmol) en metanol (5 mL) se afiadio borohidruro sédico (Aldrich, 187 mg, 4.94 mmol)
y la reaccién se agitd a temperatura ambiente durante dos hora. Tras concentrar el
disolvente el residuo se disolvié en acetato de etilo (15 mL) y se lavdé con una
disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (2 x15 mL). La fase organica se se
secd sobre sulfato magnésico anhidro, se filtrd y concentr6 obteniendo 200 mg de (3-
fluoro-4-metilpiridin-2-il)metanol (Rto. 79%).

'H-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.21-8.22 (m, 1H, H-piridina), 7.27-7.31 (m,
1H, H-piridina), 5.23 (t, 1H, -OH), 4.55-4.57 (m, 2H, -CH,), 2.27-2.28 (m, 3H, -CH3).
[ES*MS] m/z 142 (MH").

Compuesto 76b: (3,5-difluoropiridin-2-il)metanol.
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A una disolucion de &cido 3,5-difluoro-2-piridina (Alfaaesar, 300 mg, 1.886 mmol) en
tetrahidrofurano (10 mL) se afadi6 trieltilamina (Fluka, 0.549 mL, 3.96 mmol) y la
disolucién se enfrio a -10°C (hielo-acetona). Se afiadié gota a gota cloroformiato de
isobutilo (Fluka, 0.269 mL, 2.074 mmol). La reaccién se agitd a -10°C durante 20 min.
La mezcla se adiciond lentamente sobre una disolucion de borohidruro sodico (Aldrich,
214 mg, 5.66 mmol) previamente disuelto en 2 mL de agua a 0°C. La reaccion se agito a
0°C durante 45 min. Posteriormente se afiadié lentamente acido clorhidrico acuoso (1N)
hasta alcanzar pH neutro. La mezcla de reaccion se extrajo con diclorometano (3x15ml).
La fase organica se secd sobre sulfato sodico (anh), se filtro y se concentro. El residuo
obtenido se purificd por cromatografia de gel de silice usando un gradiente lineal de
diclorometano/metanol obteniéndose 116 mg de (3,5-difluoro-2-piridinil)metanol (Rto.
42%).

'H-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.44-8.45 (s, 1H, He), 7.88-7.93 (m, 1H, Hy),
5.35 (t, 1H, -OH), 4.56-4.58 (m, 2H, -CH,).

[ES'MS] m/z 146 (MH").

Compuesto 77: 3,4-difluoropicolinaldehido.

O~ _H
F
N7 X
|
6 N\ N
5

Una disolucion de N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (Aldrich , 0.521 mL, 3.48 mmol)
en dietil éter anhidro (15 mL) se enfrio a -20°C en bafio de tetracloruro de carbono-
acetona. Alcanzada la temperatura se afiadié gota a gota una disolucion de butil litio
(Aldrich , 1.529 mL, 3.82 mmol) en dietil éter. La mezcla se agitd a -20°C durante una
hora. Transcurrido ese tiempo la mezcla de reaccion se enfrio a -78°C en un bafio de
acetona-nieve carbonica. Posteriormente se afiadio gota a gota una disolucion de 3,4-
difluoropiridine (Chemcollect, 400 mg, 3.48 mmol) en dietil eter (1 mL) a -78°C. La
reaccion se agitd a -78°C durante 1h. Transcurrido este tiempo se afiadié a la mezcla

N,N-dimetilformamida (300 pul), previamente disuelta en dietil éter (1ml), la reaccion se
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agitd durante 2 horas a la misma temperatura (-78°C), la reaccion se siguié por
cromatografia de capa fina revelando con 2,4-dinitrofenilhidrazina utilizando
hexano:acetato de etilo (1:3) como eluyente. La reaccion se completo6 a las dos horas, se
afiadié sobre una mezcla de agua-hielo y se agitd durante 20 min. Transcurrido este
tiempo se diluyo con acetato de etilo (15 mL). Tras separar ambas fases, se extrajo la
fase acuosa con diclorometano (4x15 mL). Tras juntar las fases organicas, se secaron
sobre sulfato magnésico anhidro y se concentraron a sequedad obteniendo 337 mg de un
liquido amarillo. El residuo se purifico por cromatografia en gel de silice utilizando
como eluyente un gradiente lineal de la mezcla hexano-acetato (100:0 a 25:75)
obteniéndose 148 mg de 3,4-difluoro-2-piridincarbaldehido en forma de liquido (Rto.
30%).

' H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.03-10.04 (m, 1H, -COH), 8.65-8.68 (m, 1H,
He), 7.88-7.94 (m, 1H, Hs).

[ES'MS] m/z 144 (MHY).

Compuesto 76c¢: (3,4-difluoropiridin-2-il)metanol.

OH
F

Nl\
6/F

A una disolucion del compuesto 77 (142 mg, 0.992 mmol) en etanol (5 mL) se afiadio
borohidruro sdédico (Aldrich, 113 mg, 2.98 mmol) y la reaccidn se agit6 a temperatura
ambiente durante una hora. La mezcla de reaccién se diluy6 con agua destilada (15 mL)
y se extrajo con diclorometano (2 x15 mL). Las fases orgénicas se unieron, se secaron
sobre sulfato magnésico anhidro, se filtraron y concentraron para obtener 140 mg de
(3,4-difluoropiridin-2-il)metanol (Rto. 97 %).

'H-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.38-8.39 (m, 1H, He), 7.48-7.54 (m, 1H, Hs),
5.43 (t, J =5.81 Hz 1H, -OH), 4.60-4.62 (m, 2H, -CH)).

[ES*MS] m/z 146 (MH").
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Compuesto 75b: (3,5-difluoro-2-piridinil)metil sulfonato de metilo.

@)
n_0O
S

O~g”%
\

NN

4\~ 6

F
A una disolucion del compuesto 76b (3,5-difluoro-2-piridinil)metanol (114 mg, 0.786
mmol) en diclorometano anhidro (6 mL) a 0°C, se afadieron trietilamina (Aldrich,
0.131 mL, 0.943 mmol) y cloruro de metilsulfonilo (Aldrich, 0.067 mL, 0.864 mmol).
La mezcla de reaccion se agito a 0°C durante 1h 30 min. A continuacion se afiadié agua
destilada (15 mL) al crudo de reaccién y se extrajo en diclorometano (2x10 mL). La
fase orgénica se secOd sobre sulfato magnésico anhidro, se filtr6 y se concentrd a
sequedad obteniendo 137 mg de (3,5-difluoro-2-piridinl)metil sulfonato de metilo (Rto.
78%).

' H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.58 (d, 1H, He), 8.06-8.11 (m, 1H, Hs), 5.36
(s, 2H, -CH,-), 3.27 (s, 3H, -CHj3).

[ES'MS] m/z 224 (MHY).

Compuesto 75c: (3,4-difluoropiridin-2-il)metilsulfonato de metilo.

o}
o-&°
\
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|
6 N\ F F

El producto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la sintesis
del compuesto 75b. En este caso se utilizaron como reactivos de partida, el compuesto
76¢ (108 mg, 0.74 mmol) y cloruro de metilsulfonilo (Aldrich, 0.09 mL, 1.32 mmol) y
el tiempo total de reaccion fue de 5 horas (Rto. Cuantitativo)

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.46-8.50 (m, 1H, Hg), 7.66-7.71 (m, 1H, Hs),
5.40 (s, 2H, -CH,), 3.27 (s, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 224 (MH")
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4.1.4.2. Sintesis de los derivados de alquilacion del 3-acetamidopirazol

Compuesto 61c: N-{1-[(6-metil-2-piridinil)metil]-1H-pirazol-3-il}acetamida.

3
N H
5 N — \n/
5 4 @)

A una disolucién del compuesto 4 (97 mg, 0.77 mmol) en 10 mL de tetrahidrofurano
anhidro a 0°C, se adiciono lentamente hidruro sodico (Aldrich, 31 mg, 0.77 mmol). La
disolucién se mantuvo bajo agitacion, en un bafio de agua-hielo, durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo se afiadio gota a gota el compuesto 60c (144 mg, 0.77 mmol)
durante un periodo de 30 minutos. La mezcla permaneci6é bajo agitacion en bafio de
agua-hielo durante 30 minutos méas. La mezcla de reaccion se agité a 75°C durante 16
horas. A la disolucion se afiadié agua (15 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20
mL). La fase organica se secé sobre sulfato magnésico anhidro y se concentrd a vacio.
El residuo obtenido se purificdé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice
utilizando como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 92:8)
obteniéndose 133 mg de N-{1-[(6-metil-2-piridinil)metil]-1H-pirazol-3-il}acetamida
(Rto. 75%).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.39 (s a, 1H, -NH-), 7.72 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.59-7.64 (m, 1H, Hy), 7.13-7.15 (m, 1H, Hs), 7.73-7-76 (m, 1H, Hs), 6.49 (d, 1H,
J=2.34Hz, Hy), 5.23 (s, 2H, -CH,-), 1.94 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 231 (MH").

Los siguientes derivados acetilados se prepararon utilizando un método analogo al

descrito anteriormente en la obtencion de N-{1-[(6-metil-2-piridinil)metil]-1H-pirazol-
3-il}acetamida. En cada caso se reemplazd la 2-(bromometil)-6-metilpiridina por el
bromuro correspondiente. Las cantidades utilizadas, temperatura, rendimientos y
métodos de purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 61a: N -(1-(piridin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.
O
N = Y
5 4 o)

Reactivo de partida: 3.05 mmol de clorhidrato de 2-(clorometil)piridina (Aldrich).

Temperatura: 75°C.
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Rto.: 1.35 mmol, 44%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 93:7).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.39 (s a, 1H, -NH-), 8.49-8.52 (m, 1H, H-
piridina), 7.72-7.77 (m, 2H, Hs H-piridina), 7.28-7.30 (m, 1H, H-piridina), 6.98-7.00
(m, 1H, H-piridina), 6.48 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.29 (s, 2H, -CH,-), 1.94 (s, 3H, -
CHj3).

[ES'MS] m/z 217 (MHY).
Compuesto 61b: N -(1-(piridin-3-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

_N H
Dt
~ <
N 5 4 o)

Reactivo de partida: 3.04 mmol de hidrobromuro de 3-(bromometil)piridina (Aldrich).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 1.29 mmol, 42%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 93:7).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.38 (s a, 1H, -NH-), 8.47-8.49 (m, 2H, H-
piridina), 7.74 (d, 1H, J = 2.20 Hz, Hs), 7.58-7.61 (m, 1H, H-piridina), 7.33-7.37 (m,
1H, H-piridina), 6.46 (d, 1H, J = 2.20 Hz, H4), 5.24 (s, 2H, -CH,-), 1.94 (s, 3H, -CHa).

[ES*MS] m/z 217 (MH™).
Compuesto 61d: N-(1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

4
H
ALY
OONTF 5, o)

Reactivo de partida: 2.69 mmol de 3-(bromometil)-2-fluoropiridine (Compuesto 60d).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 1.823 mmol, 68%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 88:12).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.40 (s a, 1H, -NH-), 8.16-8.18 (m, 1H, He),
7.65-7.74 (m, 2H, Hy, Hs'), 7.32-7.36 (m, 1H, Hs), 6.48 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.27
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(s, 2H, -CH,-), 1.93 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 235 (MH").
Compuesto 61e: N-(1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

F
N H
5 N — \ﬂ/
p 5 4 O

Reactivo de partida: 1.16 mmol de 2-(bromometil)-3-fluoropiridina (Compuesto 60e).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.811 mmol, 70%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.35 (s a, 1H, -NH-), 8.35-8.37 (m, 1H, Hg),
7.68-7.75 (m, 2H, Hs Hs), 7.41-7.46 (m, 1H, Hs), 6.43 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hx), 5.34
(s, 2H, -CH,-), 1.91 (s, 3H, -CH3).

[ES'™MS] m/z 235 (MHY).
Compuesto 61f: N-(1-((3,5-dicloropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

Cl
N = \ﬂ/
Cl e 5 4 (o)

Reactivo de partida: 0.64 mmol de 2-(bromometil)-3,5-dicloropiridina (Compuesto
60f).

Temperatura: 25°C.

Rto.: 0.34 mmol, 54%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente
lineal de hexano:acetato de etilo (100:0 a 70:30).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.35 (s a, 1H, -NH-), 8.55 (s, 1H, He), 8.26 (s,
1H, Hy), 7.68 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs), 6.45 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy ), 5.41 (s, 2H, -
CHy-), 2.26 (s, 3H,-CH3CO-.), 1.92 (s, 3H, -CHj3).

[ES'™MS] m/z 285 (MH").
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Compuesto 61g: N-(1-((3-fluoro-4-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

F
_N_H
O
5 ~.=N ~ \”/
c 57 4 0]

Reactivo de partida: 1.823 mmol de 2-(bromometil)-3-fluoro-4-metilpiridina

(Compuesto 60g).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.995 mmol, 55%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 91:9).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.35 (s a, 1H, -NH-), 8.19-8.21 (m, 1H, He),
7.66 (m, 1H, Hs), 7.30-7.33 (m, 1H, Hs), 6.42 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.31 (s, 2H, -
CHy-), 2.26 (s, 3H,-CH3CO-.), 1.91 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 249 (MH").
Compuesto 78a: N-(1-((3-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

N _N H
PN d
5 4 o]

Reactivo de partida: 1.2 mmol de 2-(clorometil)-3-metilpiridina (Chembridge)
Temperatura: 150°C.

Tiempo de reaccion: 3h.

Rto.: 0.40 mmol, 34 %.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.33 (s a, 1H, -NH-), 8.32-8.34 (m, H, H.
piridina), 7-61 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs), 7.22-7.26 (M, 2H, 2H_pirigina), 6.45 (d, 1H, J = 2.34
Hz, Hy), 5.319 (s, 2H, -CH,-), 2.26 (s, 3H, -CHa.piridina), 1.92 (S, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 231 (MH").
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Compuesto 78b: N-(1-((3,5-difluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

F
4 ~N H
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F 6/ 5 4 0]

Reactivo de partida: 0.60 mmol del compuesto 75b.

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.38 mmol, 62%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente
lineal de diclorometanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.35 (s a, 1H, -NH-), 8.46 (s, 1H, He), 7.96-
7.98 (s, 1H, Ha), 7.69 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs), 6.44 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hx), 5.34 (s,
2H, -CHy-), 1.91 (s, 3H, -CHs).

[ES'™MS] m/z 253b (MHY).
Compuesto 78c: N-(1-((3,4-difluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

N N H
LU0 Y
5 —

ZNE 5 4 o}

F

Reactivo de partida: 0.77 mmol del compuesto 75c.

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.19 mmol, 25 %.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.36 (s a, 1H, -NH-), 8.36-8.39 (m, H, Hs),
7.72 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs"), 7.55-7.59 (m, H, Hs), 6.45 (d, 1H, J = 2.34 Hz, H,), 5.39
(s, 2H, -CHy-), 1.92 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 253b (MH").
Compuesto 78e: N-(1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-3-il)acetamida.

F
_N H
I X NT N N
N = \ﬂ/
(0]
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Reactivo de partida: 2.06 mmol del compuesto 60e y 2 mmol del compuesto 4b.

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.85 mmol, 41 %.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.23 (s a, 1H, -NH-), 8.34-8.36 (m, H, H-
piridina), 7.69-7.63 (m, 1H, H-piridina), 7.40-7.43 (m, 1H, H-piridina), 6.28 (s, 1H, H-
pirazol), 5.28 (s, 2H, -CH>-), 2.30 (s, 3H, -CHj3-piridina), 1.90 (s, 3H, -CHj3).

[ES'MS] m/z 249 (MHY).
Compuesto 73: 2-(1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona.

F
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El producto se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la
preparacion del compuesto 35b. Se utilizaron como materiales de partida los
compuestos 34a y 60d: 2-(1H-pirazol-3-il)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (224 mg, 1.05
mmol) y 3-(bromometil)-2-fluoropiridina (300 mg, 1.6 mmol). Obteniéndose 211 mg de
2-(1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona como un sélido
blanco (Rto. 62 %). En el proceso de purificacion se consiguié aislar el otro
regioisomero  2-(1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-5-il)isoindolina-1,3-diona
(74) (Rto. 26%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 8.20-8.22 (m, 1H, H-piridina), 8.01 (d, J = 2.34
Hz, 1H, Hs), 7.88-7.98 (m, 4H, 4H-ftalimida), 7.77-7.79 (m, 1H, H-piridina), 7.36-7.40
(m, 1H, H-piridina), 6.41 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.46 (s, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 323 (MH").

Compuesto 74: 2-(1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-5-il)isoindolina-1,3-diona.

7\
N
—_—
(@]
F
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4
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Rto.: 26%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.11-8.13 (m, 1H, H-piridina), 7.92-7.98 (m,
4H, 4H-ftalimida), 7.67 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.53b-7.57 (m, 1H, H-piridina), 7.29-
7.31 (m, 1H, H-piridina), 6.47 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Ha), 5.33 (s, 2H, -CH,-).

[ES*MS] m/z 323 (MH").

Compuesto  79d:  2-(1-((6-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-

diona.
F

O N
4/ 3
o)

El producto se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la
preparacion del compuesto 35b. Se utilizaron como materiales de partida el compuesto
34a: 2-(1H-pirazol-3-il)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (200 mg, 1.05 mmol) y la 2-
(clorometil)-6-fluoropiridina (Allichem, 137 mg, 0.938 mmol). Obteniéndose 94 mg de
2-(1-((6-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)isoindolina-1,3-diona como un solido
blanco (Rto. 31%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 8.02-7.88 (m, 6H, 4H-ftalimida, Hs, H-piridina)
7.11-7.15 (m, 2H, H-piridina), 6.43 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.45 (s, 2H, -CH-).

[ES*MS] m/z 323 (MH").

4.1.4.3. Sintesis de los 3-amino-N-bencilpirazoles.

Compuesto 62c: 1-((6-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

3
_N
5 2N —
5 4

El compuesto 61c (123 mg, 0.53b mmol) se disolvié en una mezcla de etanol (10 mL) e
hidroxido sodico (25%, ac) (10 mL). La disolucion se calentd a reflujo durante 12 horas.
Se evaporo el etanol a sequedad y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo 10 mL y
se tratd con salmuera (10 mL). La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 10
mL). La fase organica resultante se secd sobre sulfato sédico anhidro y se concentro a
sequedad obteniéndose 93 mg de 1-((6-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina
(Rto. 92%).
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.58-7.63 (m, 1H, Hy), 7.45 (d, 1H, J = 2.34
Hz, Hs), 7.11-7.13 (m, 1H, Hs), 6.68-6.71 (m, 1H, Hs), 6.44 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hx),
5.06 (s, 2H, -CHy-), 4.59 (s a, 2H, -NH,), 2.44 (s, 3H, -CHa).

[ES*MS] m/z 189 (MH").

Las siguientes aminas se prepararon de utilizando un método analogo al descrito

anteriormente en la obtencion de la 1-((6-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.
En cada caso se reemplaz6 el compuesto 61c por el intermedio correspondiente. Las
cantidades utilizadas, rendimientos y métodos de purificacion se especifican en cada
caso.

Compuesto 62a: 1-(piridin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-amina.

N =

Reactivo de partida: 1.34 mmol del compuesto 61a.

Rto.: 1.28 mol, 95%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: 8.47-8.49 (m, 1H, 1H-piridina), 7.69-7.74 (m,
1H, 1H-piridina), 7.45 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.23-7.27 (m, 1H, 1H-piridina), 6.90-
6.92 (m, 1H, 1H-piridina), 5.2 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.10 (s, 2H, -CH>-), 4.57 (s a,
2H, -NH,).

Compuesto 62b: 1-(piridin-3-ilmetil)-1H-pirazol-3-amina.

N
~ S
N

S 4

Reactivo de partida: 1.27 mmol del compuesto 61b.

Rto.: 1.12 mol, 88%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.41-8.45 (m, 2H, 2H-piridina), 7.54-7.57 (m,
1H, 1H-piridina), 7.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.30-7.35 (m, 1H, 1H-piridina), 5.40
(d, J =2.34 Hz, 1H, Hx'), 5.05 (s, 2H, -CH,-), 4.61 (s &, 2H, -NH,).

161



PARTE EXPERIMENTAL

Compuesto 62d: 1-((2-etoxipiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

J

o
/ S
5 4

Reactivo de partida: 0.317 mmol del compuesto 61d.
Rto.: 0.279 mmol, 88%.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.06-8.10 (m, 1H, H-piridina), 7.39-7.49 (m,
2H,2 H-piridina), 7.30-7.36 (m, 1H, Hs), 5.36 (d, 1H, Hy), 5.06-5.07 (m, 2H, -NH,),
4.44-4.52 (m, 2H, -OCH,-), 1.30-1.37 (m, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 237 (MHY).
Compuesto 62e: 1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

F
_N
4 @/\WNHZ
N P—
5 5 1
6

Reactivo de partida: 0.58 mmol del compuesto 61e.

Rto.: 0.52 mol, 90%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.42-8.44 (m, 1H, He), 7.76-7.80 (m, 1H, Hy),
7.47-7.51 (m, 2H, Hs, Hs), 5.44 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.23 (s, 2H, -CH5-), 4.60 (s a,
2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 193 (MHY).
Compuesto 62f: 1-((3,5-dicloropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

cl
_N
N —=
cl S oy
6

Reactivo de partida: 0.34 mmol del compuesto 61f.
Rto.: 0.14 mmol, 39%.

Cromatografia: Cromatografia en fase reversa utilizando una columna XTerra (19 x 150

mm) y como eluyente un gradiente lineal de bicarbonato amonico acuoso (10
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mM):acetonitrilo (90:10) (0:100). 3min 90:10; 15min 0:100; 20min 0:100.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.54-8.55 (m, 1H, He), 8.22-8.23 (m, 1H, Hy),
7.39 (d, J =2.34 Hz, 1H, Hs), 5.37 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.22 (s, 2H, -CH-), 4.53b
(s a, 2H, -NHy).

[ES'MS] m/z 243 (MHY).
Compuesto 62g: 1-((3-fluoro-4-metillpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

F

_N

S

sxaeoN g 4
6

Reactivo de partida: 1.03 mmol del compuesto 61g.

Rto.: 1.03 mmol, cuantitativo.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.18-8.19 (m, 1H, He), 7.38 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hs), 7.25-7.30 (m, 1H, Hs), 5.35 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Ha), 5.12 (s a, 2H, -CH,-),
4.51 (s a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 207 (MH").
Compuesto 80a: 1-((3-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

_N
N =
S 4

Reactivo de partida: 0.40 mmol del compuesto 78a.

Rto.: 0.40 mmol, cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.31-8.32 (m, 1H, H-piridina), 7.54-7.57 (m,
1H, H-piridina), 7.30 (d, 1H, Hs), 7.19-7.23 (m, 1H, H-piridina), 5.36 (d, 1H, Ha), 5.11
(s, 2H, -CH,-), 4.49 (s a, 2H, -NH,), 2.27 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 189 (MHY).
Compuesto 80f: 1-((5-etoxi-3-fluoro-2-piridinil)metil)-1H-pirazol-3-amina.

F
_N
/b/\,\\l\\)/NHZ
N S
Et0” N7 5

Reactivo de partida: 0.317 mmol del compuesto 78b.
Rto.: 0.279 mmol, 88%.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.06-8.10 (m, 1H, H-piridina), 7.39-7.49 (m,
1H, H-piridina), 7.30-7.36 (m, 1H, Hs), 5.36 (m, 1H, Ha), 5.06-5.07 (m, 2H, -NH,),
4.44-4.52 (m, 2H, -OCH,-), 1.30-1.37 (m, 3H, -CHy).

[ES'MS] m/z 237 (MHY).
Compuesto 80b: 1-((3,5-difluoro-2-piridinil)metil)-1H-pirazol-3-amina.

F

_N

=N =

F S oy
6

A una disolucion del compuesto 78b (94 mg, 0.373 mmol) en dioxano (2 mL) se afiadio
acido clorhidrico acuoso (2 M) (0.932 mL). La disolucion se agité a 60°C durante 7 h 30
min. Transurrido este tiempo la mezcla de reaccion se basificO con una disolucion
acuosa saturada de carbonato sodico y se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL). Las
fases organicas se secaron sobre sulfato sodico anhidro, se filtraron y concentraron a
sequedad obteniendo 68 mg de 1-((3,5-difluoro-2-piridinil)metil)-1H-pirazol-3-amina
(Rto: 87 %).

'H NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.44-8-45 (m, 1H, He), 7.92-7.97 (m, 1H, Hy),
7.41 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 5.36 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.15 (s, 1H, -CH,), 4.55 (s
a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 211 (MHY).

Compuesto 80g : 2-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)-3-fluoropiridin-4(1H)-ona.

N
6 N\ NH,
| L\
5 F 5 2
o)

A una disolucién del compuesto 78c (47 mg, 0.19 mmol) en dioxano (1.54 mL) se
afiadio acido clorhidrico acuoso (2 M) (466 uL). La disolucion se agité a 60°C durante
9h 30 min. Transurrido este tiempo la mezcla de reaccion se basific con una disolucién
acuosa saturada de carbonato sodico y se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL). Las
fases organicas se secaron sobre sulfato sodico anhidro, se filtraron y concentraron a
sequedad no obteniéndose el producto descrito. La fase acuosa se roto a sequedad y el
residuo obtenido se agitd con 20 mL de una mezcla de diclorometano:metanol (10:1)

durante 2h. Tras este tiempo la disolucion se filtrd6 y se concentr6 a sequedad
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obteniéndose 2-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)-3-fluoropiridin-4(1H)-ona con un
rendimiento cuantitativo.

'H NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.32-7.34 (m, 1H, He), 7.15 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hy), 5.94-5.97 (m, 1H, Hs), 5.31 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 4.77 (s, 1H, -CH,), 4.41
(s a, 2H, -NHy).

[ES"MS] m/z 209 (MH").
Compuesto 80e: N-(1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina.

F

_N
| N N7 \_~NH,
N =

A una disolucion del compuesto 77e (222 mg, 0.89 mmol) en dioxano (5 mL) se afiadio
acido clorhidrico acuoso (2 M) (2.24 mL). La disolucién se agité a 60°C durante 5h 30
min. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se basifico con una disolucion
acuosa saturada de carbonato sédico y se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL). Las
fases orgénicas se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron y concentraron a
sequedad obteniéndose 143 mg de N-(1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-
3-amina (Rto. 78%).

'H NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.33-8.34 (m, 1H, H-piridina), 7.66-7.71 (m,
1H, H-piridina), 7.37-7.41 (m, 1H, H-piridina) 5.21 (s, 1H, H-pirazol), 5.10-511 (m, 2H,
-CHy-), 4.38 (s a, 2H, -NH,), 2.21 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 207 (MH").

Compuesto 62h: 1-((2-fluoropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

F

_N
N™ N7 —NH,
I/ —

5 4

El producto se prepar6 siguiendo un procedimiento analogo al descrito anteriormente en
la sintesis del compuesto 6q. Se utilizaron como reactivos de partida, el compuesto 73
(180 mg, 0.56 mmol) y hidracina monohidrato (Aldrich, 0.035 mL, 1.18 mmol). En este
caso el filtrado obtenido se concentrd a sequedad obteniendo 125 mg de un residuo que
se purific6 por cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente de
diclorometano:metanol. Se obtuvieron 102 mg de 1-[(2-fluoro-3-piridinil)metil]-1H-

pirazol-3-amina (Rto. 95%).
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.13-8.15 (m, 1H, H-piridina), 7.57-7.62 (m,
1H, H-piridina), 7.46 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.28-7.36 (m, 1H, H-piridina), 5.42 (d, J
=2.34 Hz, 1H, H,), 5.08 (s, 2H, -CH,-), 4.62 (s a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 193 (MH™).
Compuesto 80d: 1-((6-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

N NH
R 2
e N
F —
\ Y 5 4

Este intermedio se preparo siguiendo un método analogo al descrito anteriormente para

el compuesto 62h. En este caso se reemplazo el compuesto 73 por el compuesto 79d (90
mg, 0.279 mmol). Se obtuvieron 48 mg del compuesto deseado 1-((6-fluoropiridin-2-
il)metil)-1H-pirazol-3-amina (Rto. 48%).

'H-RMN (300 MHz, CDCI3) & ppm: 7.69-7.74 (m, 1H, H-piridina), 7.30 (d, J = 2.34
Hz, 1H, Hs), 6.82-6.90 (m, 2H, H-piridina), 5.67 (d, J = 2.34 Hz, 1H, H,), 5.16 (s, 2H, -
CHy-), 2.87 (s a, 2H, -NH,).

[ES*MS] m/z 193 (MH").

4.1.4.4. Sintesis de los isotiocianatos

Compuesto 63c: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-6-metilpiridina.

V4

N
/ =
3 _—
\ Y
4/ N 5

5

A una disolucion del compuesto 62¢ (88 mg, 0.47 mmol) en diclorometano (2 mL), se
afiadié bicarbonato sodico acuoso (2 mL). A continuacién se afadio tiofosgeno
(Aldrich, 53b.8 g, 0.47 mmol). La mezcla se mantuvo bajo agitacion durante 30 min a
temperatura ambiente. Tras separar las fases, la fase organica se concentro a sequedad
obteniéndose 105 mg de 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-6-metilpiridina como
un aceite marron (Rto.: 98%).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) & ppm: 7.94 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.66 (m ,1H,
H,), 7.18 (m, 1H, Hs), 6.88 (m, 1H, H3), 6.45 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.33 (d, J = 1.76
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Hz, 2H, -CH,-), 2.43 (s, 3H, -CH3).
[ES'MS] m/z 231 (MHY).

Los siguientes isotiocianatos se prepararon utilizando un método anélogo al
descrito anteriormente en la obtencion del 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-6-
metilpiridina. En cada caso se reemplazé el compuesto 62c¢ por el correspondiente. Las
cantidades utilizadas, rendimientos y métodos de purificacion se especifican en cada
caso.

Compuesto 63a: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

s
N/
N/ ~
—
4
74 \N 5

Reactivo de partida: 1.25 mmol del compuesto 62a.

Rto.: 1.04 mmol, 84%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.52-8.53b (m, 1H, H-piridina), 7.96 (d, J =
2.49 Hz, 1H, Hs), 7.77-7.82 (m, 1H, H-piridina), 7.33-7.35 (m, 1H, H-piridina), 7.14-
7.16 (m, 1H, H-piridina), 6.47 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.40 (s, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 217 (MHY).

Compuesto 63b: 3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

S

7
/N\
N/
7N s ¢

—N

Reactivo de partida: 1.01 mmol del compuesto 62b.

Purificacion: El extracto organico se lavd con agua destilada, se secé sobre sulfato
magnésico y se concentrd. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en silice
utilizando como eluyente un gradiente de hexano:acetato (100:0 a 0:100)

Rto.: 0.58 mmol, 53b%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.52-8.53b (m, 2H, 2H-piridina), 7.98 (d, J =
2.49 Hz, 1H, Hs), 7.64-7.68 (m, 1H, H-piridina), 7.37-7.41 (m, 1H, H-piridina), 6.46 (d,
J =2.49 Hz, 1H, H,), 5.35 (s, 2H, -CH,-).
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[ES*MS] m/z 217 (MH").

Compuesto 63d: 2-etoxi-3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

J

O
S
N AN N/N\ N%
I/ —
5 4

Reactivo de partida: 0.82 mmol del compuesto 62d.

Rto.: 0.73 mmol, 89%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.09 (m, 1H, H-piridina), 7.85 (d, J = 2.49 Hz,
1H, Hs), 7.36-7.39 (m, 1H, H-piridina), 6.92-6.96 (m, 1H, H-piridina), 6.46 (d, J = 2.49
Hz, 1H, Hy), 5.21 (s, 2H, -CH,-), 4.31 (q, 2H,-CH>-), 1.27 (t, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 261 (MH").

Compuesto 63e: 3-fluoro-2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

S
7
AR
R N/
4 / \N 5 4

5 6

Reactivo de partida: 0.51 mmol del compuesto 62e.

Rto.: 0.51 mmol, cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.36-8.37 (m, 1H, Hg), 7.98 (d, J = 2.49 Hz,
1H, Hy), 7.73-7.79 (m, 1H, Hy), 7.43-7.50 (m, 1H, Hs), 6.44 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy),
5.47 (s, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 236 (MH").
Compuesto 63f: 3,5-dicloro-2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

V4

N

N
ARSS

Cl N

4/\N 5 v

—_—

a’

Reactivo de partida: 0.123 mmol del compuesto 62f.
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Rto.: 0.08 mmol, 62%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.55-8.56 (m, 1H, Hg), 8.28-8.29 (m, 1H, Hy),
7.91 (d, J=2.49 Hz, 1H, Hs), 6.44 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy), 5.52 (s, 2H, -CH>-).
[ES*MS] m/z 285 (MH™).

Compuesto 63g: 3-fluoro-2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-4-metilpiridina.

S
7
R N

5 6
Reactivo de partida: 1.077 mmol del compuesto 62g.
Rto.: 0.96 mmol, 89%.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.20-8.22 (m, 1H, He), 7.91 (d, J = 2.49 Hz,
1H, Hs), 7.33-7.36 (M, 1H, Hs), 6.42 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.43 (s, 2H, -CH,-).
[ES*MS] m/z 249 (MH*).

Compuesto 63h: 2-fluoro-3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

S
7
/N\
N/
7 N\_r s 4

=N
Reactivo de partida: 0.51 mmol del compuesto 62h.
Rto.: 0.39 mmol, 75%.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.20-8.22 (m, 1H, H-piridina), 7.98 (d, J = 2.49
Hz, 1H, Hs), 7.75-7.81 (m, 1H, H-piridina), 7.35-7.40 (m, 1H, H-piridina), 6.47 (d, J =
2.49 Hz, 1H, Hy), 5.38 (s, 2H, -CH,-).
[ES'MS] m/z 236 (MH").

Compuesto 81a: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-3-metilpiridina.

S
e
N =
5 4

Reactivo de partida: 0.40 mmol del compuesto 80a.
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Rto.: 0.20 mmol, 51%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 8.43-8.45 (m, 1H, H-piridina), 7.92 (d, J = 2.34
Hz, 1H, Hs), 7.83-7.85 (m, 1H, H-piridina), 7.42-7.46 (m, 1H, H-piridina), 6.45 (d, J =
2.34 Hz, 1H, Ha), 5.49 (s, 2H, -CH,-), 2.34 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 231 (MH").
Compuesto 81b: 3,5-difluoro-2-((3-isotiocianato-1H-pyrazol-1-il)metil)piridina.

V2 N

—

£ 6

Reactivo de partida: 0.32 mmol del compuesto 80b.

Rto.: 0.31 mmol, 98%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.47 (s, 1H, Hg), 7.97-8.02 (m, 1H, H,), 7.93
(d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 6.43 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hy'), 5.45 (s, 2H, -CH)).

[ES'MS] m/z 253b (MH™).
Compuesto 81d: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-3-metilpiridina.

N S
| = WN%
N =
5 4

F

Reactivo de partida: 0.250 mmol del compuesto 80d.

Rto.: 0.250 mmol, 77%.

'H-RMN (300 MHz,CDCls3) & ppm: 7.74-7.82 (m, 1H, H-piridina), 7.49 (d, 1H, Hs),
6.87-7.00 (m, 2H, 2H-piridina), 6.23 (d, 1H, Hy), 5.49 (s, 2H, -CH-).

[ES'MS] m/z 235 (MH").

Compuesto 81e: 3-fluoro-2-((3-isotiocianato-5-metil-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

F

_N S

N =

Reactivo de partida: 0.28 mmol del compuesto 80e.
Rto.: 0.14 mmol, 50%.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.32-8.46 (m, 1H, H-piridina), 7.73-7.78 (m,
1H, H-piridina), 7.43-7-47 (m, 1H, H-piridina), 6.23 (s, 1 H, H-pirazol), 5.42 (d, J=1.52
Hz, 2H, -CH,-), 2.29 (s, 3H, -CHy).

Compuesto 81f: 5-etoxi-3-fluoro-2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridina.

F
S
Jogens

Reactivo de partida: 0.27 mmol del compuesto 80f.

Rto.: 0.24 mmol, 90%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 8.09-8.13 (m, 1H, H-piridina), 7.83-7.90 (m,
1H, H-piridina), 7.45-7.56 (m, 1H, Hs), 6.42-6.43 (m, 1H, H,), 5.34-3.35 (m, 2H, -CH-
), 4.11-4.15 (m, 2H, -CH20-), 1.31-1.35 (m, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 279 (MHY).
Compuesto 81g: 3-fluoro-2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)piridin-4(1H)-ona.

S

7
HN =
N5 ¢

AN
> 0

Reactivo de partida: 0.28 mmol del compuesto 80g.

Rto.: 0.14 mmol, 50%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.53b-8.54 (s, 1H, He), 7.96 (d, J = 2.49 Hz,

1H, Hs), 7.71-7.73 (m, 1H, Hs), 6.44 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.58 (s, 2H, -CH.).

[ES*MS] m/z 251 (MH").

4.1.4.5. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol

Los siguientes tiadiazoles se prepararon siguiendo el método B descrito anteriormente
en la sintesis del compuesto 21. En cada caso se reemplazd el compuesto 7j por el
intermedio correspondiente. Las cantidades utilizadas, rendimientos y método de

purificacion se especifican en cada caso.
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Compuesto  64:  5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-(piridin-2-ilmetil)-1H-
pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N S
— ~
5 ¢ /K>\

Reactivo de partida: 1.01 mmol del compuesto 63a y 1.01 mmol del compuesto 8a.

7\

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna X-Terra de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.03 mmol, 3%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.71-7.77 (m, 2H, Hs, H-
Ar), 7.27-7.32 (m, 1H, H-Ar), 7.01-7.04 (m, 1H, H-Ar), 6.01 (d, J = 2.34 Hz 1H, Hy),
5.72-5.82 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHg), 5.30 (s, 2H, -CH>-), 2.22 (s a, 3H, -CHj3), 2.07
(s, 3H, -CHj3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES'MS] m/z 381 (MH").

Compuesto  65:  5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-(piridin-3-ilmetil)-1H-

pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

— N~N \

Reactivo de partida: 0.56 mmol del compuesto 63b y 0.56 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna SunFire de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (20:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.12 mmol, 22%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.88 (s a, 1H, -NH-), 8.50-8.51 (m, 2H, 2H-
Ar), 7.78 (d, J = 2.05 Hz 1H, Hs), 7.64-7.66 (m, 1H, H-Ar), 7.33-7.38 (m, 1H, H-Ar),
5.97 (d, J = 2.05 Hz 1H, H,), 5.74-5.85 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHs), 5.26 (s, 2H, -CH,-
), 2.25 (s a, 3H, -CHg), 2.11 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHj5).
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BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.01, 21.06 (3CHs), 52.58 (CH,),
52.95 (CHCHg), 94.18 (C4), 105.73 (CH pirazony), 123.95, 132.44 (2CHan), 133.38, (Cs),
135.95 (C(an) 139.33, 147.33, 149.43 (2C-CHs, Cpirazon-N), 157.75, 161.75,164.39
(2CHan, 2Ctiadiazol))-

[ES'MS] m/z 381 (MH™).

Compuesto 66: 5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-((6-metilpiridin-2-il)metil)-
1H-pirazo|-3-iI)-1,3,4-tiadiazo|-2-amina.

J ¢ %N_N

N
4

Reactivo de partida: 0.44 mmol del compuesto 63c y 0.44 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: EI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa. Se utilizd una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (40:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.05 mmol, 13%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.77 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.59-7.65 (m, 1H, H-Ar), 7.15-7.17 (m, 1H, H-Ar), 6.77-6.80 (m, 1H, H-Ar), 6.01
(d, J = 2.34 Hz 1H, Hy), 5.73-5.83 (m, 2H, H-pirazol, -CHCH3), 5.26 (s, 2H, -CH,-),
2.45 (s a, 3H, -CH3), 2.24 (s a, 3H, -CHj3), 2.08 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H,
-CHCH}).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.00, 21.05, 24.37 (4CHs), 52.95
(CHCHa), 57.00 (CH,), 94.44 (C4), 105.72 (CHpirazol), 118.98, 122.46 (2CHap),
132.99, 137.95 (Cs, CHan), 139.29, 147.25 (2C-CHs), 148.93 (Cipirazol)-N), 156.61,
157.91, 164.47 (C(an), 2Ciadiazol)-

[ES'MS] m/z 395 (MH").

Compuesto 67: 5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-((3-fluoro-4-metilpiridin-2-
il)metil)-1H-pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N N s>/<
F N/\j/ \N« ,\{ N—N
/ ~
@ s N\
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Reactivo de partida: 0.32 mmol del compuesto 63g y 0.35 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna X-Terra de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:100, 100:0) en condiciones
bésicas (0.1% de bicarbonato amonico en el disolvente acuoso).

Rto.: 0.06 mmol, 16%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.81 (s &, 1H, -NH-), 8.19-8.21 (m, 1H, H-Ar),
7.71 (d, J = 2.05 Hz 1H, Hs), 7.31-7.34 (m, 1H, H-Ar), 5.95 (d, J = 2.05 Hz 1H, H,),
5.73-5.82 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHj3), 5.32 (d, J = 1.612.34 Hz, 2H, -CH,-), 2.23-2.30
(m, 6H, -2CH3), 2.09 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCHy3).

[ES'MS] m/z 413 (MH").

Compuesto 68: 5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-((3-fluoropiridin-2-
il)methyl)-1H-pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
N N s>/<
K N/\j/ \NW,\{ N—N
/ ~

Reactivo de partida: 0.69 mmol del compuesto 63e y 0.69 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna SunFire de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (10:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.18 mmol, 27%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.82 (s &, 1H, -NH-), 8.36-8.37 (m, 1H, H-Ar),
7.73-7-76 (m, 2H, Hs, H-Ar), 7.43-7.49 (m, 1H, H-Ar), 5.97 (d, J = 2.34 Hz 1H, H,),
5.85 (s a, 1H, H-pirazol), 5.75 (c, J = 6.88 Hz, 1H, H4;-CHCH3), 5.36 (d, J = 1.612.34
Hz, 2H, -CH,-), 2.24 (s a, 3H, -CHj3), 2.10 (s, 3H, -CHj3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -
CHCH).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.96, 14.03, 20.94 (3CHs), 51.46 (CHCHj),
52.90 (CHy), 94.21 (Ca), 105.72 (CHpirazoly), 124.03, 124.22 (2CHan), 125.77 (Cs),
139.26, 144.03, (C-CHs, C(ap), 145.71 (CH(ap), 147.28 (C-CHj3), 156.48, 159.03,
161.45, 164.45 (Cirazot)-NH ,C-F, 2C tiagiazol))-

[ES'MS] m/z 399 (MH").
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Compuesto 69: N-(1-((3,5-dicloropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)-5-(1-(3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

Cl

Reactivo de partida: 0.08 mmol del compuesto 63f y 0.08 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna X-Terra de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:100, 100:0) en condiciones
béasicas (0.1% de bicarbonato amdnico en el disolvente acuoso).

Rto.: 0.01 mmol, 17%.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 9.5 (s a, 1H, -NH-), 8.19-8.21 (m, 1H, H-Ar), 7.71
(d, J = 2.05 Hz 1H, Hs), 7.31-7.34 (m, 1H, H-Ar), 5.95 (d, J = 2.05 Hz 1H, H,), 5.73-
5.82 (m, 2H, H-pirazol, -CHCH3), 5.32 (d, J = 1.612.34 Hz, 2H, -CH>-), 2.23-2.30 (m,
6H, -2CH3), 2.09 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES*MS] m/z 449 (MH").

Compuesto 70: 5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-((2-etoxipiridin-3-il)metil)-
1H-pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

) o Y>/<N_N

N/

Reactivo de partida: 0.27 mmol del compuesto 63d y 0.27 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: EI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa. Se utilizé una columna X-Terra de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.02 mmol, 12%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.88 (s &, 1H, -NH-), 8.08-8.09 (m, 1H, H-Ar),
7.71 (d, J = 2.05 Hz 1H, Hs), 7.29-7.31 (m, 1H, H-Ar), 6.90-6.94 (m, 1H, H-Ar), 5.97
(d, J = 2.05 Hz 1H, H,), 5.73-5.83 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHs), 5.15 (s, 2H, -CH,-),
4.34 (c, J =7.03 Hz, 2H, -CH;-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.9 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.88
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Hz, 3H, -CHCHj), 1.31 (t, J = 7.03 Hz, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 425 (MH").
Compuesto 71: 5-(1-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)etil)-N-(1-((2-fluoropiridin-3-
il)methyl)-1H-pirazol-3-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina.

H
L s>/<
R N/\j/ \N«,\{ N—N
— -~ \
N\ s /g)\

Reactivo de partida: 0.19 mmol del compuesto 63h y 0.19 mmol del compuesto 8a.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizd una columna X-Terra de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:100, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 0.05 mmol, 20%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.87 (s &, 1H, -NH-), 8.17-8.18 (m, 1H, H-Ar),
7.76 (d, J = 2.34 Hz 1H, Hs), 7.67-7.75 (m, 1H, H-Ar), 7.31-7.33 (m, 1H, H-Ar), 5.98
(d, J = 2.20 Hz 1H, H,), 5.72-5.83 (m, 2H, H-pirazol, -CHCHj3), 5.27 (s, 2H, -CH>-),
2.23 (s a, 3H, -CH3), 2.08 (s, 3H, -CH3), 1.78 (d, J = 6.74 Hz, 3H, -CHCH3).

[ES*MS] m/z 399 (MH").

4.1.4.6. Sintesis de los derivados de 1,3,4-tiadiazol derivados del hidroximetiltiazol

Los siguientes tiadiazoles se prepararon siguiendo el método B descrito anteriormente
en la sintesis del compuesto 9. En cada caso se reemplazaron los intermedios 7a y 8a
por los intermedios correspondientes. Las cantidades utilizadas, rendimientos y método
de purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto  82:  1-(5-((1-((3-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N s. [

N
R N/\j/\N«'?/i;N

— ~
654 N
\_/

Reactivo de partida: 8.54 mmol del compuesto 63e y 8.54 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purifico por cromatografia en gel de silice usando como

como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).
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Rto.: 5.2 mmol, 61%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.81 (s a, 1H, -NH-), 8.35-8.37 (m, 1H, H-
piridina), 7.68-7.74 (m, 2H, Hs H-piridina), 7.43-7.47 (m, 1H, H-piridina), 7.26 (s a,
1H, H-tiazol), 7.20 (s a, 1H, -OH), 5.95 (d, J = 2.27 Hz 1H, Hy), 5.36-5.37 (m, 2H, -
CH3-), 2.30 (s, 3H, -CHg), 1.96 (s, 3H, -CHj3).

[ES'MS] m/z 418 (MH").

Compuesto 83: 1-(5-((1-((3-fluoro-4-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N
F N/\j\NW’?/i:N
/ ~
rohainiee
N\ /

Reactivo de partida: 0.41 mmol del compueto 60g y 0.34 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purifico por cromatografia en gel de silice usando como
como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

Rto.: 0.22mmol, 68%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.82 (s a, 1H, -NH-), 8.19-8.21 (m, 1H, H-
piridina), 7.70-7.71 (m, 1H, Hs), 7.28-7.34 (m, 2H, H-piridina, H-tiazol), 7.20 (s a, 1H, -
OH), 5.93-5.94 (m, 1H, Hy), 5.34 (m, 2H, -CH>-), 2.30 (s a, 6H, 2(-CH3)), 1.97 (s, 3H, -
CHy).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 14.21, 17.44, 28.75 (3CHs), 51.60 (CH,), 74.72
(C-OH), 94.13 (Ca), 115.35 (CHiazony), 127.24, 133.21 (CH(an, Cs), 134.70 (C(an-CHs3),
143.47 (C(ap), 145.13 (CH(ay), 152.50 (C-NH), 158.22 (C-CHs(iazon), 164.65, 173.15,
175.89 (2Ctiadiazol), C-F).

[ES'MS] m/z 432 (MH").

Compuesto  84:  1-(5-((1-((3-metilpiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
— ~N
zi/{ s S P
N\ /

Reactivo de partida: 0.20 mmol del compuesto 81a y 0.20 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia en gel de silice usando como
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como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

Rto.: 0.04 mmol, 19 %.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.83 (s a, 1H, -NH-), 8.31-8.33 (m, 1H, H-
piridina), 7.58-7.65 (m, 2H, Hs H-piridina), 7.21-7.26 (m, 3H, H-piridina, H-tiazol, -
OH), 5.95 (d, J = 2.20 Hz 1H, Hy), 5.30 (s, 2H, -CH,-), 2.38 (s, 3H, -CHj3(piridina)),
2.30 (s, 3H, -CHj3), 1.98 (s, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 414 (MH").

Compuesto  85:  1-(5-((1-((6-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N s "
N
s YN‘WN
— ~
N
F

Reactivo de partida: 0.19 mmol del compuesto 81d y 0.19 mmol del compuesto 53b.
Purificacion: ElI compuesto se purifico por cromatografia en gel de silice usando como
como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).
Rto.: 0.12 mmol, 63%.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.70-7.75 (m, 1H, Hs), 7.20-7.35 (m, 2H, H-
piridina, -OH), 6.96-7.02 (m, 2H, 2H-piridina), 5.92-5.94 (m, 1H, H,), 5.23 (s a, 2H, -
CH,-), 4.83-4.91 (m, 1H, 2(-CHy)), 1.97 (s, 3H, -CHa).
[ES*MS] m/z 418 (MH").
Compuesto 86: 1-(5-((1-((3-fluoropiridin-2-il)methyl)-5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-yl)etanol.

F N/N\ \Nw\fi—'—"‘

— Vi)~
\_/"

Reactivo de partida: 0.34 mmol del compuesto 81e y 0.34 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Tras evaporar disolventes el residuo se suspendié en una mezcla de agua y
éter dietilico. El precipitado se filtrd, se lavo con agua y se secé a vacio obteniendo un
solido blanco.

Rto.: 0.13 mmol, 38 %.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.80 (s a, 1H, -NH-), 8.06-8.11 (m, 1H, H-
piridina), 7.63-7.68 (m, 1H, H-piridina), 7.40-7 (m, 1H, Hs), 7.27-7.28 (m, 1H, H-
tiazol), 7.20-7.21 (m, 1H, -OH), 5.20-5.27 (m, 2H, -CH,-), 4.09-4.15 (m, 2H, -
CH,CHj3), 2.29-2.30 (m, 3H, -CH3), 1.97 (s, 3H, -CHj3), 1.32-1.36 (m, 3H, -CH3).
BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.40, 17.36, 28.69 (3CH3), 48.47 (CH,), 74.65
(C-OH), 94.29 (C4), 115.26 (CHytiazoly), 124.13, 125.42 (2CHan), 141.34 (Cpirazol)-CHs3),
144.67 (CH(an), 145.69 (C(an), 147.56, 152.40 (C-NH, Ctiazo-CHs), 158.79, 164.54,
166.25 175.86 (2C tiadiazol), C(tiazol)-S, C-F).

[ES'MS] m/z 462 (MH").

Compuesto 87: 1-(5-((1-((3,5-difluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N

R N/\j\N«m_N
— ~
5 4 S\)\

4 N
\ 7
£ 6
Reactivo de partida: 0.31 mmol del compuesto 81b y 0.31 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: EI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa. Se utilizd una columna SunFire de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (30:70, 100:0) en condiciones
acidas (0.1% de acido formico en ambos disolventes).

Rto.: 0.11 mmol, 30 %.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.82 (s a, 1H, -NH-), 8.45-8.46 (m, 1H, He),
7.58-7.91-7.91 (m, 1H, Hy), 7.73 (d, J = 2.53b Hz 1H, Hs), 7.26 (s, 1H, H-tiazol), 7.19-
7.20 (s, 1H, -OH), 5.95 (d, J = 2.52 Hz 1H, Hy), 5.35-5.36 (m, 2H, -CH;-), 2.28-2.29
(m, 3H, -CHj3), 1.98 (s, 3H, -CH3).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & ppm: 17.34, 28.62 (2CHs), 51.14 (CH,), 74.61 (C-
OH), 94.29 (C4), 112.86 (CH(an), 115.26 (CHgiazon), 132.93 (Cs), 134.15 (CHan).
140.85 (C(ap), 148.90, 152.45 (Cpirazol)-NH, Ciiiazo-CHs), 157.70, 158.42, 160.23,
164.66, 175.84 (2C tiadiazol), Ctiazon-S, 2CF).

[ES'MS] m/z 436 (MH™).

Compuesto 88: 1-(5-((1-((5-etoxi-3-fluoropiridin-2-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metilthiazol-2-il)etanol.
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K N/: \Nw\h?/i_N
\—/N = 4 s\)\
d

Reactivo de partida: 0.27 mmol del compuesto 81f y 0.27 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utiliz6 una columna X-Bridge de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (25:75, 100:0) en condiciones
béasicas (0.1% de bicarbonato aménico en ambos disolventes).

Rto.: 0.13 mmol, 43 %.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.80 (s a, 1H, -NH-), 8.06-8.11 (m, 1H, H-
piridina), 7.63-7.68 (m, 1H, H-piridina), 7.40-7 (m, 1H, Hs), 7.27-7.28 (m, 1H, H-
tiazol), 7.20-7.21 (m, 1H, -OH), 5.20-5.27 (m, 2H, -CHy-), 4.09-4.15 (m, 2H, -
CH,CHj3), 2.29-2.30 (m, 3H, -CH3), 1.97 (s, 3H, -CHj3), 1.32-1.36 (m, 3H, -CH3).
[ES'MS] m/z 462 (MH™).

Compuesto 89: 3-fluoro-2-((3-((5-(1-hidroxi-1-(4-metiltiazol-2-il)etil)-1,3,4-tiadiazol-
2-il)amino)-1H-pirazol-1-il)metil)piridin-4(1H)-ona.

Ho o OH
N
N A N
HN = N=N o

\

o)
Reactivo de partida: 0.14 mmol del compuesto 81g y 0.14 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: EI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa. Se utilizé una columna X-Bridge de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (10:90, 100:0) en condiciones
basicas (0.1% de bicarbonato amonico en ambos disolventes).

Rto.: 0.032 mmol, 4 %.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.29-11.78 (m, 1H, -NHAr), 10.80 (s a, 1H, -
NH-), 7.60-8.02 (m, 2H, H-Ar), 6.28-6.92 (m, 1H, Hs), 7.28 (s, 1H, H-tiazol), 7.20 (s,
1H, -OH), 5.98-6.04 (m, 1H, H,), 5.20-5.27 (m, 2H, -CH>-), 2.30 (s, 3H, -CHj3), 1.97 (s,

180



PARTE EXPERIMENTAL

3H, -CHs).
[ES*MS] m/z 434 (MH").

4.1.2.6. Separacion de los enantiomeros del compuesto 82

OH
\( , Separacién quiral

H OH H OH
N N N S, N N S H
K N/\j N/ N Separacionquinl N’\j \Nw\mn K N’\j \,\\,(\m_N
Compuesto 82 Compuesto 90 Compuesto 91

El compuesto 82 (162 mg, 0.388 mmol) se separ0 en sus dos enantiomeros
correspondientes, compuesto 90 y compuesto 91, por cromatografia liquida de alta
resolucion de tipo semipreparativo utilizando una columna de fase estacionaria quiral,
CHIRALPAK-AD 20x250mm y un gradiente isocratico de ACN/MeOH-iPrOH (60:40)
en una proporcion 98:2, utilizando un 0.1% isopropilamina como aditivo. La mezcla de
disolventes eluyé a un flujo de 17 mL/min y la longitud de onda empleada en la
deteccion fue de 254 nm. El compuesto 82 se disolvié en 8 mL de una mezcla de
metanol/acetonitrilo de grado de HPLC. Se necesitaron 5 inyecciones para separar la
totalidad de la muestra. Tras colectar las fracciones deseadas y eliminar disolventes se
obtuvieron los dos enantiomeros.

Compuesto 90: (1S)-1-[5-({1-[(3-fluoro-2-piridil)metil]-1H-pirazol-3-il}amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il]-1-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)etanol.

N S B
N <aOH
N hd Y, N
— N 5 4 S\)\
N / Isémero S

El compuesto 90 eluydé en primer lugar, se obtuvieron (70.5 mg, 0.169 mmol, 87%)
como sdlido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empleé una columna
CHIRALPAK-AD 4.6x150mm y como eluyente una mezcla isocratica (90:10) de

acetonitrilo (metanol:isopropanol)(60:40). Se utiliz6 como aditivo basico un 0.1% de

isopropilamina en todos los disolventes. La mezcla eluyo a un flujo de ImL/min. El
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tiempo de retencidn registrado para el compuesto fue de 4.82 min.

'H-RMN (300 MHz, d®-DMSO) & ppm: 10.91 (sa, 1H, -NH), 8.43-8.45 (m, 1H, H-
piridina), 7.77-7.82 (m, 2H, Hs H-piridina), 7.50-7.55 (m, 1H, H.piridina), 7.35 (s, 1H, -
OH), 7.29 (d, J = 1.01 Hz, 1H, H-tiazol), 6.04 (m, 1H, Ha), 5.45 (s, 2H, -CH5,), 5.38 (d,
2H, -CH,-), 2.37 (s, 3H, -CHa-tiazol), 2.04 (s, 3H, -CHs).

[ES*MS] m/z 418 (MH").

[a]p® = +86.3° (c = 2, A = 589 nm, CDCly).

La configuracion absoluta (S) se determind por dicroismo circular vibracional. La

concentracion de la muestra fue de 10.1mg/70ul empleando DMSO-dg como disolvente.
Compuesto 91: (1S)-1-[5-({1-[(3-fluoro-2-piridil)metil]-1H-pirazol-3-il}amino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il]-1-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)etanol.

H
N S
N ..\\\OH
N A / N
— N 3 4 S\)\
\ / Isbmero R

El compuesto 92 eluy6 en primer segundo, se obtuvieron (71 mg, 0.170 mmol, 88%)
como sélido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna
CHIRALPAK-AD 4.6x150mm y como eluyente una mezcla isocratica (90:10) de

acetonitrilo (metanol:isopropanol)(60:40). Se utilizd6 como aditivo basico un 0.1% de
isopropilamina en todos los disolventes. La mezcla eluyé a un flujo de 1mL/min. El
tiempo de retencidn registrado para el compuesto fue de 8.08 min.

'H-RMN (300 MHz, d°-DMSO) & ppm: 10.91 (sa, 1H, -NH), 8.43-8.45 (m, 1H, H-
piridina), 7.77-7.82 (m, 2H, Hs H-piridina), 7.50-7.55 (m, 1H, H-piridina), 7.35 (s, 1H,
-OH), 7.29 (d, J = 1.01 Hz, 1H, H-tiazol), 6.04 (m, 1H, Ha), 5.45 (s, 2H, -CH,), 5.38 (d,
2H, -CH,-), 2.37 (s, 3H, -CHs-tiazol), 2.04 (s, 3H, -CHs).

[ES*MS] m/z 418 (MH").

[a]o?® = -60.9° (c = 2, . = 589 nm, CDCls).

La configuracion absoluta (R) se determind por dicroismo circular vibracional. La

concentracion de la muestra fue de 10.5mg/70ul empleando DMSO-dg como disolvente.

4.1.5 Sintesis de los derivados del 1,3,4-tiadiazol: Heterociclos en la region izquierda.

4.1.5.1. Sintesis del derivado bromado: 4-(bromometil)tiazol-2-il)carbamato de tert-
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butilo.
Compuesto 94f: 2-({[(1,1-dimetiletil)oxi]carbonil}amino)-1,3-tiazol-4-carboxilato de

etilo.

)
0 db O

A una disolucion de 2-amino-1,3-tiazol-4-carboxilato de etilo (Acros, 1g, 5.81 mmol)
en tetrahidrofurano (30 mL) se afiadié anhidrido de di-tert-butilo (1,39 g, 6.39 mmol,
Aldrich). A continuacion se afadid trietilamina (Aldrich , 1.619 mL, 11.61 mmol) y N,
N-dimetilpiridin-4-amina (70.9 mg, 0.58 mmol). La disolucion se agit6 a temperatura
ambiente durante 12 h. Transcurrido este tiempo se afiadio a la disolucion acetato de
etilo (150 mL) y se lavo con &cido chlorhidrico (1N). La fase organica se secO sobre
sulfato magnésico anhidro, se filtré y se concentrd a sequedad. Obteniéndose 1.3 g de 2-
({[(1,2-dimetiletil)oxi]carbonil}amino)-1,3-tiazol-4-carboxilato de etilo en forma de
solido amarillo (Rto. 82%).

'HNMR (300 MHz, CDCls) 6 ppm: 8.20 (br s, 1H, -NH), 7.56 (s, 1H, H-tiazol), 4.35 (q,
2H, -CH,), 1.50 (m, 9H, 'Bu), 1.40 (t, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 273 (MH").

Compuesto 95f: 4-(hidroximetil)tiazol-2-il-carbamato de tert-butilo.

A if

A una disolucion del compuesto 94f, 2-({[(1,1-dimetiletil)oxi]carbonil}amino)-1,3-

tiazol-4-carboxilato de etilo, (500 mg, 1.836 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (40
mL) se afiadié una solucion de bis(metoxietoxi) hidruro de sodio y aluminio (Red-Al)
65% solution en tolueno (Aldrich, 1.654 mL, 5.51 mmol) a 0°C y bajo atmoésfera de
N2(g). La mezcla de reaccion se agito a temperatura ambiente durante 12 h. A
continuacion se afiadio tetrahidrofurano a la disolucién. La mezcla resultante se afiadio
sobre agua destilada (20 mL), se extrajo con diclorometano. La fase organica se lavo
con brine, se secO sobre sulfato magnésico anhidro y se concentrd6 a sequedad

obteniéndose 410 mg de 4-(hidroximetil)tiazol-2-il-carbamato de tert-butilo (Rto.: 97%)
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'H NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 11.33 (br s, 1H, -NH), 6.84 (s, 1H, H-tiazol),
5.17 (t, 1H, -OH), 4.40 (d, 2H, -CH,), 1.48 (s, 9H, 'Bu).
[ES*MS] m/z 231 (MH").

Compuesto 92f: 4-(bromometil)tiazol-2-il)carbamato de tert-butilo.

S0

A una disolucidn de 4-(hidroximetil)tiazol-2-il-carbamato de tert-butilo (Compuesto
95f, 410 mg, 1.78 mmol) en diclorometano anhidro (5 mL) se afiadié tribromuro de
fosforo (53b0 mg, 1.958 mmol, Aldrich) a 0°C. La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 12h. Transcurrido este tiempo la mezcla se diluy6 con
agua destilada (5 mL) y se extrajo con diclorometano (3x5 mL). La fase organic se seco
sobre sulfato magnésico anhidro, se filtr6 y se concentré obteniéndose el 4-
(bromometil)tiazol-2-il)carbamato de tert-butilo (300 mg, 1.02 mmol). Rto. 58%.

' H NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 11.56 (br s, 1H, -NH), 7.23 (s, 1H, H-tiazol),
4.60 (s, 2H, -CHy), 1.48 (s, 9H, 'Bu).

[ES'MS] m/z 292 (MH").

4.1.5.2. Reaccion de alquilacion del 3-acetamido-N-1H-pirazol

Compuesto 93a: N-(1-((2-metiltiazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.
\<Nj/\N/N H
S 5 4 \[(l/

Reactivo de partida: 15.04 mmol de hidrocloruro de 4-(clorometil)-2-metiltiazol
(Maybridge).

Temperatura: 25°C.

Rto.: 7.49 mmol, 52%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.39 (s, 1H, -NH-), 7.64 (d, 1H, J = 2.34 Hz,
Hs), 7.27 (s, 1H, H-tiazol), 6.45 (d, 1H, J = 2.34 Hz, H,), 5.22 (s, 2H, -CH,-), 2.61 (s,
3H, tiazol-CHs), 1.95 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 236 (MH").
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Compuesto 93b: N-(1-((5-metilisoxazol-3-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

N NN H
o) \\\>/N\n/
—_— —
5 4 o)

Reactivo de partida: 1.52 mmol de 3-(clorometil)-5-metilisoxazole (Across).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.55 mmol, 36%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 85:15).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.40 (sa, 1H, -NH-), 7.69 (d, 1H, J = 2.34 Hz,
Hs), 6.46 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 6.00 (s, 1H, H-oxazol), 5.23 (s, 2H, -CH>-), 2.34 (s,
3H, oxazol-CHj3), 1.94 (s, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 221 (MH").
Compuesto 93c: N-(1-((3,5-dimetilisoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

_N H
~
O}j\ﬁ [
N/ —
5 4 (0]

Reactivo de partida: 1.37 mmol de 4-(clorometil)-3,5-dimetilisoxazol (Aldrich).

Temperatura: 25°C.
Rto.: 0.52 mmol, 38%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente
lineal de hexano:acetato de etilo (100:0 a 15:85).

'H-NMR (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.66 (s a, 1H, -NH-), 7.19 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs),
6.66 (d, 1H, J = 2.20 Hz, H,), 4.90 (s, 2H, -CH>-), 2.39 (s, 3H, oxazol-CHg), 2.14-217
(m, 6H, oxazol-CHs; -CHj).

Compuesto 93d: N-(1-(quinolin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

_N H
| NS ’\\1\\>/N
N = Y
S 4 o)

Reactivo de partida: 1.20 mmol de hidrocloruro de 2-(clorometil)quinolina (Aldrich).

Temperatura: 80°C.
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Rto.: 0.34 mmol, 28%.
Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & ppm: 8.06-8.12 (m, 2H, 2xH-quinolina), 7.64-7.81 (m,
2H, 2xH-quinolina), 7.54-7.57 (m, 1H, H-quinolina), 7.47 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs),
7.06-7.09 (m, 1H, H-quinolina), 6.76 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.49 (s, 2H, -CH,-), 2.14
(s, 3H, -CH5).

[ES'MS] m/z 267 (MHY).

Compuesto 93e: N-(1-(isoquinolin-1-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)acetamida.

N _N
= = \n/
S5 4 o)

Reactivo de partida: 1.76 mmol de hidrobromuro de 1-(bromometil)isoquinolina
(Apollo).

Temperatura: 80°C.

Rto.: 0.61 mmol, 38%.

Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.31 (s a, 1H, -NH), 8.42-8.44 (m, 1H, H-
quinolina), 8.27-8.29 (m, 1H, H-quinolina), 7.98-8.00 (m, 1H, H-quinolina), 7.65-7.81
(m, 4H, 3H-quinolina, Hs), 6.45 (d, 1H, J = 2.27 Hz, H,), 5.82 (s, 2H, -CH-), 1.89 (s,
3H, -CHy).

[ES'MS] m/z 267 (MHY).

Compuesto 93f: (4-((3-acetamido-1H-pirazol-1-il)metil)tiazol-2-il)carbamatode tert-
butilo.

X
R
5 4 0

Reactivo de partida: 1.60 mmol del compuesto 92f.

Temperatura: 80°C.
Rto.: 0.38 mmol, 24%.
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Cromatografia: Cromatografia en gel de silice usando como como eluyente un gradiente

lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 95:5).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.46 (s, 1H, -NHCO-), 10.39 (s, 1H, -NH-),
7.60 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hs), 6.90 (s, 1H, H-tiazol), 6.45 (d, 1H, J = 2.34 Hz, Hy), 5.12
(s, 2H, -CHy-), 1.96 (s, 3H, -CHs), 1.47 (s, 9H, 'Bu).

[ES*MS] m/z 238 (MH*-100).

4.1.5.3. Sintesis de los derivados de tipo 3-aminopirazol

Compuesto 96a: 1-((2-metiltiazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.
N _N
S 5\4

Reactivo de partida: 11.72 mmol del compuesto 93a.

Rto.: 11.07 mmol, 94%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.37 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.16 (s, 1H, H-
tiazol), 5.40 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 5.04 (s, 2H, -CH,-), 4.53b (s &, 2H, -NH,), 2.61
(s, 3H, -CHy).

[ES'MS] m/z 195 (MHY).

Compuesto 96b: 1-((5-metilisoxazol-3-l)metil)-1H-pirazol-3-amina.

N _N
O/ S N AN NH2

P —_

S 4

Reactivo de partida: 0.61 mmol del compuesto 93b.

Rto.: 0.61 mmol, cuantitativo.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.41 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 5.98 (s, 1H, H-
oxazol), 5.40 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 5.03 (s, 2H, -CH,-), 4.60 (s a, 2H, -NH,), 2.34
(s, 3H, -CHy).

[ES'MS] m/z 179 (MH").
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Compuesto 96c¢: 1-((3,5-dimetilisoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-amina.

_N
\
(o] 5\4

Reactivo de partida: 0.46 mmol del compuesto 93c.

Rto.: 0.38 mmol, 83%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.35 (d, J = 2.20 Hz, 1H, Hs), 5.35 (d, J = 2.20
Hz, 1H, Hx), 4.81 (s, 2H, -CHy-), 4.54 (s a, 2H, -NH,), 2.34 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 193 (MH").

Compuesto 96d: 1-(quinolin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-amina.

_N
_N =
S 4

Reactivo de partida: 0.34 mmol del compuesto 93d.

Rto.: 0.30 mmol, 88%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.05-8.12 (m, 2H, 2H-quinolina), 7.70-7.81 (m,
2H, 2H-quinolina), 7.51-7.56 (m, 1H, H-quinolina), 7.32 (d, 1H, Hs’), 7.13-7.16 (m, 1H,
H-quinolina), 5.68 (d, 1H, Hy), 5.42 (s, 2H, -CH,-), 2.25 (s a, 2H, -NH,).

Compuesto 96e: 1-(isoquinolin-1-ilmetil)-1H-pirazol-3-amina.

N _N
= s
5 4

Reactivo de partida: 0.56 mmol del compuesto 93e.

Rto.: 0.44 mmol, 95%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.42-8.43 (m, 1H, H-quinolina), 8.33-8.34 (m,
1H, H-quinolina), 7.96-7.98 (m, 1H, H-quinolina), 7.74-7.79 (m, 2H, 2H-quinolina),
7.62-7.67 (m, 1H, H-quinolina), 7.44 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hs), 5.62 (s, 2H, -CH,-),
5.38 (d, J =2.27 Hz, 1H, Hy), 4.50 (s a, 2H, -NH,).

[ES'MS] m/z 225 (MH").
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Compuesto 96f: (4-((3-amino-1H-pirazol-1-il)metil)tiazol-2-il)carbamato de tert-
butilo.

X
O\H< /NJ/\N/N\ NH,
Y

Reactivo de partida: 0.38 mmol del compuesto 93f.

Rto.: 0.22 mmol, 58%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 11.4 (s a, 1H, -NHCO), 7.32 (d, J = 2.34 Hz,
1H, Hs), 6.79 (s, 1H, H-tiazol), 5.39 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hy), 4.94 (s, 2H, -CH,-), 4.52
(s, 2H, -NH,), 1.49 (s, 9H, -'Bu).

[ES'MS] m/z 195 (MHY).

4.1.5.4. Sintesis de los isotiocianatos

Compuesto 97a: 4-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-2-metiltiazol.
N _N S

~J O
S 5\4

Reactivo de partida: 11.02 mmol del compuesto 96a.

Rto.: 10.88 mmol, 99%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.88 (d, J = 2.49 Hz, 1H, Hs), 7.38 (s, 1H, H-
tiazol), 6.43 (d, J = 2.49 Hz, 1H, H,), 5.31 (s, 2H, -CHy-), 2.65 (s, 3H, -CH3).

[ES'MS] m/z 237 (MH").

Compuesto 97b: 3-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-5-metilisoxazol.

N _N S
— =
5 4

Reactivo de partida: 0.63 mmol del 96b.

Rto.: 0.58 mmol, 93%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.93 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 6.45 (d, J = 2.34
Hz, 1H, Hy), 6.12 (s, 1H, H-isoxazol), 5.35 (s, 2H, -CH,-), 2.36 (s, 3H, -CHj3).

[ES'MS] m/z 221 (MH").
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Compuesto 97c: 4-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-3,5-dimetilisoxazol.

_N S
NG I WN/
\
(e} 5\4

Reactivo de partida: 0.36 mmol del compuesto 96c¢.

Rto.: 0.36 mmol, cuantitativo.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.87 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 6.42 (m, 1H, Hy),
5.11 (s, 2H, -CH,-), 2.38 (s, 3H, -CH3), 2.11 (s, 3H, -CHa).

[ES'MS] m/z 235 (MH").

Compuesto 97d: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)quinolina.

S
SR Sa
N =
5 4

Reactivo de partida: 0.30 mmol del compuesto 96d.

Rto.: 0.25 mmol, 83%.

'"H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm: 8.07-8.18 (m, 2H, 2H-quinolina), 7.73-7.84 (m,
3H, 3H-quinolina), 7.51-7.60 (m, 2H, H-quinolina, Hs), 6.24 (d, 1H, Ha4), 5.62 (s, 2H, -
CHy-).

[ES'™MS] m/z 267 (MHY).

Compuesto 97e: 1-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)isoquinolina.

N N S
O

Reactivo de partida: 0.45 mmol del compuesto 96e.

Rto.: 0.37 mmol, 84%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: *H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.41-
8.43 (m, 1H, H-quinolina), 8.34-8.36 (m, 1H, H-quinolina), 8.01-8.02 (m, 1H, H-
quinolina), 7.96 (d, J = 2.53b Hz, 1H, Hs), 7.82-7.84 (m, 2H, 2H-quinolina), 7.72-7.74
(m, 1H, H-quinolina), 6.45 (d, J = 2.53b Hz, 1H, H,), 5.97 (s, 2H, -CH-).

[ES'MS] m/z 267 (MH").
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Compuesto 97f: (4-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)tiazol-2-il)carbamato de tert-
butilo.

L
O_{ N N S
=T O
S 5\4

Reactivo de partida: 0.21 mmol del compuesto 96f.

Rto.: 0.20 mmol, 92%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 11.50 (s a, 1H, -NHCO-), 7.83 (d, 1H, Hs), 7.01
(s, 1H, H-tiazol), 6.43 (d, 1H, Hy), 5.22 (s, 2H, -NCH,-), 1.47 (s, 9H, tertbutilo).
Compuesto 97g: 3-isotiocianato-1-((1-metil-1H-pirazol-4-il)metil)-1H-pirazol.

_N s
N NN N
\N e

Reactivo de partida: 0.56 mmol de 1-((1-metil-1H-pirazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-

amina.

Rto.: 0.56 mmol, 99%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.79 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hs), 7.69 (s, 1H, H-
pirazol), 7.39 (s, 1H, H-pirazol), 6.37 (d, J = 2.4953b Hz, 1H, H,), 5.10 (s, 2H, -CH,-),
3.78 (s, 3H, -CHs).

[ES'MS] m/z 220 (MHY).

Compuesto 97h: 2-((3-isotiocianato-1H-pirazol-1-il)metil)imidazo[1,2-a]piridina.

—N —
A ==

Reactivo de partida: 0.47 mmol de 1-(imidazo[1,2-a]piridin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-

amina.

Rto.: 0.29 mmol, 63%.

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 8.82-8-84 (m, 1H, H-imidazol), 8.24 (s, 1H, H-
imidazol), 7.98 (d, J = 2.53b Hz, 1H, Hs), 7.84-7.85 (m, 3H, 3H-imidazol), 6.50 (d, J =
2.27 Hz, 1H, Hy), 5.62 (s, 2H, -CH,-).

[ES'MS] m/z 256 (MHY).
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4.1.5.5. Sintesis de los 1,3,4-tiadiazoles

Los siguientes tiadiazoles se prepararon siguiendo el método descrito anteriormente en
la sintesis del compuesto 9. En cada caso se reemplazaron los intermedios 7a y 8a por
los intermedios correspondientes. Las cantidades utilizadas, rendimientos y método de

purificacion se especifican en cada caso.

Compuesto 98: 1-(4-metiltiazol-2-il)-1-(5-((1-((2-metiltiazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-
il)amino)-1,3,4-tiadiazol-2-il)etanol.
H

N s, T
N
— ~
SYN

Reactivo de partida: 10.83 mmol del compuesto 53b y 10.83 mmol del compuesto 97a.

Purificacion: EI compuesto se purificé por cromatografia en gel de silice usando como
como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

Rto.: 7.51 mmol, 70%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.87 (s a, 1H, -NH-), 7.67 (d, J = 2.53b Hz,
1H, Hs), 7.19-7.30 (m, 3H, 2H-tiazoles, -OH), 5.95 (d, J = 2.27 Hz 1H, Hy), 5.23 (s, 2H,
-CH3-), 2.60 (s a, 3H, -CH3), 2.29 (s, 3H, -CH3), 1.97 (d, J = 6.88 Hz, 3H, -CHCH3).
BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 17.38, 19.18, 28.77 (3CHs), 51.32 (CH,), 74.67
(C-OH), 94.29 (Cy), 115.29, 117.15 (2CHiazon), 132.43 (Cs), 148.65 (Cpirazo-NH),
151.73, 152.42, 156.50 (Ciazo)-CHs, C(an-CH2, Citiadiazo-NH), 164.66, 166.28, 175.79
(Ctiazol)-CHs, C(an-S, Citiadiazol))-

[ES'MS] m/z 420 (MH").

Compuesto  99:  1-(5-((1-((5-metilisoxazol-3-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
— i\
- 5 ¢ S\)\
Y

N
/
@)

Reactivo de partida: 0.59 mmol del compuesto 97b y 0.65 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: EI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
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fase reversa. Se utiliz6 una columna X-Bridge de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (30:70, 100:0) en condiciones
neutras.

Rto.: 7.51 mmol, 70%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.89 (s a, 1H, -NH-), 7.75 (d, J = 2.34 Hz, 1H,
Hs), 7.31 (s, 1H, H-tiazol), 7.20 (s, 1H, -OH), 6.05 (s, 1H, H-oxazol), 5.95 (d, J = 2.20
Hz 1H, Hy), 5.26 (s, 2H, -CH,-), 2.34 (s a, 3H, -CHj3), 2.29 (s, 3H, -CH3), 1.97 (d, J =
6.88 Hz, 3H, -CHCHy).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 12.22, 17.36, 28.76 (3CH3), 46.90 (CH,), 74.69
(C-OH), 94.64 (C4), 101.66, 115.30 (CH oxazot) CHytiazol), 132.80 (Cs), 149.09 (C-NH),
152.45, 160.86 (Ctiazon-CHs, C(an-CH,), 164.56, 168.68, 170.39, 175.73 (2Ciadiazol),
Cloxazol)"CH3, Ctiazo))-S).

[ES'MS] m/z 404 (MH").

Compuesto  100:  1-(5-((1-((3,5-dimetilisoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N s. [
N
HI’Q54 S\)\
N
~0

Reactivo de partida: 0.21 mmol del compuesto 97¢ y 0.23 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa. Se utilizé una columna X-Terra de dimensiones (10 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (20:80, 100:0) en condiciones
béasicas (0.1% de bicarbonato amdnico en el disolvente acuoso).

Rto.: 0.05 mmol, 20%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.89 (s a, 1H, -NH-), 7.72 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.27 (s, 1H, H-tiazol), 7.22 (s, 1H, -OH), 5.85 (d, J = 2.20 Hz 1H, Hy), 5.01 (s, 2H,
-CHy-), 2.41 (s, 3H, -CHs3), 2.30 (s, 3H, -CHj3), 2.18 (s, 3H, -CH3), 1.98 (d, J = 6.88 Hz,
3H, -CHCH3).

[ES*MS] m/z 418 (MH").
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Compuesto  101:  1-(4-metiltiazol-2-il)-1-(5-((1-(quinolin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-
il)Jamino)-1,3,4-tiadiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
N \« / N
— 5 S\)\

\ /"

Reactivo de partida: 0.25 mmol del compuesto 97d y 0.25 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizé una columna X-Bridge de dimensiones (19 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (30:70, 100:0) en condiciones
bésicas (0.1% de bicarbonato amdnico en el disolvente acuoso).

Rto.: 0.10 mmol, 38%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.90 (s a, 1H, -NH-), 7.94-8.00 (m, 1H, H-
quinolina), 7.85 (d, J = 2.34 Hz, 1H, Hs), 7.74-7.80 (m, 1H, H-quinolina), 7.57-7.62 (m,
1H, H-quinolina), 7.24 (s, 1H, H-tiazol), 7.14-7.17 (m, 2H, H-quinolina, -OH), 6.03 (d,
J=2.34Hz 1H, Hy), 5.51 (s, 2H, -CH,-), 2.26 (s a, 3H, -CH3), 1.95 (s, 3H, -CHCHj5).
BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 17.33, 28.70 (2CHs), 57.56 (CH,), 74.64 (C-
OH), 94.63 (Cy4), 115.26 (CH-tiazol), 119.99 (Cs), 127.03 (CH-Ar), 127.43 (C-Ar),
128.36, 129.02, 130.37, 133.30, 137.52 (5CH-Ar), 147.37 (C-Ar), 149.20 (C-pirazol-
NH), 152.40 (C-tiadiazol-NH), 157.89, 164.64, 175.76 (2C-tiadiazol, C(Ar.CH>).

[ES'MS] m/z 450 (MH").
Compuesto  102:  1-(5-((1-((2-aminotiazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

N s 7
N/\er\NWmN
/ ~
s/z/{s 4 S\)\

NH,

Reactivo de partida: 0.18 mmol del compuesto 97f y 0.18 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia en gel de silice usando como
como eluyente un gradiente lineal de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).
Rto.: 0.05 mmol, 26%.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 10.82 (s a, 1H, -NH-), 7.58 (d, J = 1.96 Hz, 1H,
Hs), 7.30 (s a, 1H, H-tiazol), 7.19 (s a, 1H, -OH), 6.95 (s a, 2H, -NH,), 6.31 (s, 1H, H-
tiazol), 5.93 (d, J = 1.96 Hz 1H, H,), 4.95 (s, 2H, -CH>-), 2.30 (s, 3H, -CHj3), 1.97 (s,
3H, -CHg).

[ES*MS] m/z 421 (MH™).

Compuesto  103:  1-(5-((1-((1-metil-1H-pirazol-4-il)metil)-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
//’\g‘ 5 ° S\)\
N\
N

\

Reactivo de partida: 0.55 mmol del compuesto 97g y 0.55 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: El crudo de reaccion se disolvié en 20 mL de diclorometano y se lavo con
10 mL de agua destilada. El lavado se repitié por tres veces. La fase organica se seco
sobre sulfato magnésico anhidro, se filtré y se concentré a sequedad obteniéndose el
producto descrito.

Rto.: 0.25 mmol, 47%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 10.82 (s a, 1H, -NH-), 7.63 (s a, 1H, H-pirazol),
7.58 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hs), 7.38 (s a, 1H, H-pirazol), 7.30 (s a, 1H, H-tiazol), 7.20-
7.21 (m, 1H, -OH), 5.88 (d, J = 2.27 Hz 1H, Hy), 5.03 (s, 2H, -CH,-), 3.77 (s a, 3H, -
NCHj3), 2.30 (s a, 3H, -CH3), 1.96 (s a, 3H, -CH3).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) & ppm: 17.38, 26.78, 38.93 (3CH3), 45.94 (CH,), 74.69
(C-OH), 93.86 (C4), 115.30 (C-tiazol), 117.09 (Cs), 130.37, 131.30 (2CH-pirazol),
138.66, 152.44, 175.83, 205.51 (2C-tiadiazol, 2C-pirazol).

[ES'MS] m/z 403 (MH").

Compuesto 104:  1-(5-((1-(imidazo[1,2-a]piridin-2-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
N/ = \W / N
/4 N—N -
N /N

J
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Reactivo de partida: 0.29 mmol del compuesto 97h y 0.29 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: ElI compuesto se purificé por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. Se utilizé una columna X-Bridge de dimensiones (30 mm x 150 mm) y
como eluyente un gradiente lineal de acetonitrilo:agua (10:90, 100:0) en condiciones
acido (0.1% de &cido trifluoroacético en ambos disolventes).

Rto.: 0.06 mmol, 22%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.84 (s a, 1H, -NH-), 8.48-8.50 (m, 1H, H-
imidazopiridina), 7.76 (s a, 1H, H-tiazol), 7.70 (d, J = 2.27 Hz, 1H, Hs), 7.48-7.50 (m,
1H, H-imidazopiridina), 7.28 (s a, 1H, -OH ), 7.22-7.26 (m, 1H, H-imidazopiridina),
7.18-7.19 (m, 1H, H-imidazopiridina), 6.86-6.90 (m, 1H, H-imidazopiridina), 5.96 (d, J
=2.27 Hz 1H, Hy), 5.32 (s, 2H, -CH,-), 2.27-2-28 (m, 3H, -CH3), 1.97 (s a, 3H, -CHj).
[ES'MS] m/z 439 (MH").

Compuesto 105: 1-(5-((1-(isoquinolin-1-ilmetil)-1H-pirazol-3-il)amino)-1,3,4-

tiadiazol-2-il)-1-(4-metiltiazol-2-il)etanol.

H s OH
N
AN
N =, NN

\ 7/

Reactivo de partida: 0.37 mmol del compuesto 97e y 0.37 mmol del compuesto 53b.

Purificacion: Cromatografia en gel de silice usando como eluyente un gradiente lineal
de diclorometano:metanol (100:0 a 90:10).

Rto.: 0.13 mmol, 46%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10.31 (s a, 1H, -NH-), 8.43-8.48 (m, 2H, 2H-
isoquinolina), 8.42-8.43 (m, 1H, H-isoquinolina), 7.97-7.98 (m, 1H, H-isoquinolina),
7.71-7.80 (m, 3H, 1H-isoquinolina, H-tiazol, Hs), 7.60-7.64 (m, 1H, H-isoquinolina),
7.22 (s, 1H, -OH), 5.87-5.88 (m, 2H, -NCH,-), 5.68 (s a, 1H, Hy), 2.34 (s a, 3H, -CHj),
1.81 (s a, 3H, -CHjy).

[ES'MS] m/z 450 (MH").
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4.1.5.6. Separacion de los enantiémeros del compuesto 98

/QF A O~ - A{ (T /Of (T o

Compuesto 98 Compuesto 106 Compuesto 107

El compuesto 98 (300 mg, 0.715 mmol) se separé en sus dos enantidbmeros
correspondientes, compuesto 106 y compuesto 107, por cromatografia liquida de alta
resolucion de tipo semipreparativo utilizando una columna de fase estacionaria quiral,
CHIRALPAK-AD 20x250mm y un gradiente isocratico de ACN/MeOH-iPrOH (60:40)
en una proporcion 95:5, utilizando un 0.1% isopropilamina como aditivo. La mezcla de
disolventes eluyé a un flujo de 17 mL/min y la longitud de onda empleada en la
deteccion fue de 254 nm. ElI compuesto 98 se disolvio en 6 mL de una mezcla de
metanol/acetonitrilo de grado de HPLC. Se necesitaron 4 inyecciones para separar la
totalidad de la muestra. Tras colectar las fracciones deseadas y eliminar disolventes se

obtuvieron los dos enantiémeros.

Compuesto  106:  (S)-1-(4-metiltiazol-2-il)-1-(5-((1-((2-metiltiazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-3-il)amino)-1,3,4-tiadiazol-2-il)etanol.

/g \j N\,?/E"?\

Isémero S

"y,

El compuesto 106 eluy6 en primer lugar, se obtuvieron (103 mg, 0.715 mmol, 67%)
como sélido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna
CHIRALPAK-AD 4.6x150mm y como eluyente una mezcla isocratica (95:5) de

acetonitrilo (metanol:isopropanol)(60:40). Se utiliz6 como aditivo basico un 0.1% de
isopropilamina en todos los disolventes. La mezcla eluyé a un flujo de 1mL/min. El
tiempo de retencion registrado para el compuesto fue de 7.48 min.

1H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & ppm: 10.93 (sa, 1H, -NH), 7.75 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.38 (sa, 1H, Hs), 7.33 (s, 1H, -OH), 7.28-7.29 (m, 1H, 1H,), 6.03 (d, J = 2.27 Hz,
1H, Hy), 5.32 (s, 1H, -CHy), 2.68 (s, 3H, -CHatiaza1), 2.37 (S, 3H, -CH3_tiaz01), 2.02 (d, J =
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7.03 Hz, 3H, -CHCH).

[ES'MS] m/z 419 (MH").

[a]o?® = +119° (c =2, A = 589 nm, MeOH).

La configuracion absoluta (S) se determind por dicroismo circular vibracional. La
concentracion de la muestra fue de 10.mg/100ul empleando DMSO-dg como disolvente.
Compuesto  107:  (1S)-1-[5-({1-[(3-fluoro-2-piridil)metil]-1H-pirazol-3-il }amino)-
1,3,4-tiadiazol-2-il]-1-(4-metil-1,3-tiazol-2-il)etanol.

1y,

/g \j N\l\?/z—:/;\

Isomero R 4

El compuesto 107 eluy6 en primer segundo, se obtuvieron (71 mg, 0.170 mmol, 88%)
como so6lido blanco.

Condiciones de la cromatografia analitica quiral: Se empled una columna
CHIRALPAK-AD 4.6x150mm y como eluyente una mezcla isocratica (90:10) de

acetonitrilo (metanol:isopropanol)(60:40). Se utilizd6 como aditivo basico un 0.1% de

isopropilamina en todos los disolventes. La mezcla eluyé a un flujo de 1ImL/min. El
tiempo de retencidn registrado para el compuesto fue de 8.08 min.

1H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 10.93 (sa, 1H, -NH), 7.75 (d, J = 2.20 Hz, 1H,
Hs), 7.38 (sa, 1H, Hs), 7.33 (s, 1H, -OH), 7.28-7.29 (m, 1H, 1H,4), 6.03 (d, J = 2.27 Hz,
1H, Hy), 5.32 (s, 1H, -CHy), 2.68 (s, 3H, -CHa.iaza1), 2.37 (S, 3H, -CHs.tiaza1), 2.02 (d, J =
7.03 Hz, 3H, -CHCHjy).

[ES*MS] m/z 419 (MH").

[a]o?® = -60.9° (c = 2, . = 589 nm, CDCls).

La configuracion absoluta (R) se determind por dicroismo circular vibracional. La

concentracion de la muestra fue de 10.5mg/70ul empleando DMSO-ds como disolvente.
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4.2. EVALUACION BIOLOGICA
4.2.1 Ensayo de Inhibicion de la enzima InhA (ensayo enzimético).

La enzima InhA es capaz de catalizar la reduccion de 2-trans-enoil-CoA con

oxidacion concomitante de NADH a NAD". El ensayo de valoracion de su actividad
esta basado en la deteccion del NADH consumido durante la reaccion enzimatica.
El ensayo de inhibicion se realiz6 utilizando la enzima recombinante InhA de
Mycobacterium tuberculosis, expresada en Escherichia coli y posteriormente purificada.
El ensayo estandar para la determinacion de las constantes cinéticas y la actividad
inhibitoria contenia: 5 nM de InhA, 50 uM de dodecenoil-CoA (DDCoA) y 50 uM de
NADH como sustratos. El ensayo fue realizado en tampon PIPES pH 6,8 conteniendo
0,05% de BSA. Los compuestos a analizar como inhibidores enziméticos fueron
disueltos en 100 % de DMSO; tres diluciones progresivas 1:3 fueron utilizadas
partiendo de una concentracion inicial de 25 uM (0 1 uM en el caso de los compuestos
méas potentes como inhibidores) para la obtencidén de las curvas dosis-respuesta. El
compuesto triclosan fue utilizado como control positivo en cada experimento. 1 uL de
cada disolucion de compuesto fue afiandido a pocillos conteniendo 25 uL de una mezcla
DDCoA * NADH, y la reaccion fue iniciada mediante la adicion de 50 pL de disolucion
de la enzima. La fluorescencia del NADH en el ensayo fue seguida durante 20 minutos
a temperatura ambiente en un fluorimetro Spectramax Molecuar Devices, con una
longitud de onda de excitacion de 340 nm y de emisién de 380 nm. Los valores de
concentracion inhibitoria (ICso) fueron determinados empleando las velocidades
iniciales de consumo de NADH.

4.2.2 Ensayo de Inhibicion del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

(ensayo en célula entera).

La valoracion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada uno de los
compuestos analizados se realiz6 en placas de microtitulacion de poliéster de 96
pocillos (fondo plano). Partiendo de una disolucion inicial de 400 uM de cada
compuesto, diez diluciones progresivas 1:2 en DMSO fueron realizadas. 5 ul de cada
una de las disoluciones se afiadieron a 95 uL de medio de cultivo Middlebrook 7H9
(Difco; pocillos situados en filas A-H, columnas 1-10 en microplaca). EI compuesto

isoniazida fue utilizado como control positivo, utilizando 8 diluciones progresivas de
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una disolucion inicial 160 ug/ml de este compuesto. Al igual que con los compuestos a
analizar, 5 uL de cada disolucion de isoniazida control fueron afiadidos a 95 uL de
medio Middlebrook 7H9 (columna 11, posiciones A-H en microplaca). Un dltimo
ensayo blanco y de control de crecimiento celular fue incluido en la columna 12 de la
microplaca en cada ensayo, conteniendo 5 uL. de DMSO en el medio de cultivo.

El in6culo del cultivo inicial fue estandarizado en aproximadamente 1 x10” ufc/ml
(unidades formadoras de colonias por mililitro) y diluido 1:100 en medio Middlebrook
7H9 (medio Middlebrook ADC —albumina, dextrosa y catalasa- enriquecido, un medio
de cultivo deshidratado capaz de suplementar el crecimiento de especies de
mycobacterium) para producir el inoculo final de la cepa H37Rv de Mycobacterium
tuberculosis (ATCC 25618). 100 ul de este in6culo fueron afiadidos a cada pocillo de la
microplaca a ensayar, a excepcion de los situados en posicion G-12 y H-12 (ensayos
blanco). Todas las microplacas fueron situadas en cajas selladas para evitar el secado de
los pocillos, e incubadas a 37°C sin agitacion durante 6 dias. Una disolucion de
resazurin fue preparada mediante disolucion de una tableta de este compuesto (VWR
International Ind.) en 30 ml de tampdn fosfato salino (PBS) estéril. 25 uL de esta
disolucion fueron afiadidos a cada pocillo. Transcurridas 48 horas se valor6 la
fluorescencia de cada ensayo utilizando un fluorimetro Spectramax Molecuar Devices,
con una longitud de onda de excitacion de 530 nm y de emisién de 590 nm, para

determinar el valor de MIC para cada compuesto.

4.2.3 Ensayo in vitro para la determinacion de cardiotoxicidad: inhibicion del canal
de potasio, hERG.

La metodologia del ensayo se realizo se desarrolld segun los fundamentos descritos
en las siguientes referencias:
e Webster R, Leishman D and Walker D. Towards a drug concentration effect
relationship for QT prolongation and torsade de pointes. Current Opinion in
Drug Discovery and Development., 2002, 5, 116-126
e De Bruin ML et al. Anti-hERG activity and the risk of drug-induced
arrhythmias and sudden death. Eur. Heart J. 2005, 26, 590-597.
e Redfern WS et al. Relationship between preclinical cardiac

electrophysiology, clinical QT interval prolongation and torsades de pointes
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for a broad range of drugs: evidence for a provisional safety margin in drug
development. Cardiovasc.Res., 2003, 58, 32-45.

4.2.4. Ensayo in vitro para la determinacion de la citotoxicidad en células HepG2.

La metodologia del ensayo se realizo se desarrollé segun los fundamentos descritos

en la siguiente referencia:

e S.P.M. Crouch , R. Kozlowski a, K.J. Slater b and J. Fletcher . The use of
ATP bioluminescence as a measure of cell proliferation and cytotoxicity.
Journal of Immunological Methods, 1993, 160, 81-88.

4.2.5. Ensayo in vitro para la determinacion de la inhibicion de los CYP3AA4.

El perfil de inhibicion de los compuestos se determind siguiendo los fundamentos
descritos en la siguiente referencia.
e Kajbaf, M.; Longhi, R.; Montanari, D.; Vinco, F.; Rigo, M.; Fontana, S.;
Read, K. D.; A Comparative Study of the CYP450 Inhibition Potential of
Marketed Drugs Using Two Fluorescence Based Assay Platforms
Routinely Used in the Pharmaceutical Industry. Drug Metabolism Lett.
2011, 5, 30-39.

4.2.6. Estabilidad en fraccién microsomal.

En el ensayo se emplearon microsomas de higado de raton comerciales de
Xenotech. Los microsomas (concentracién final de proteina de 0,5 mg / ml), el MgCl,
(concentracion final 5 mM) y el compuesto a ensayar (concentracién de sustrato final
0,5 M; concentracidn final de DMSO 0,5%) en 0,1 M tampon fosfato pH 7,4 fueron pre-
incubados a 37 ° C antes de la adicion de NADPH (concentracion final 1 mM) para
iniciar la reaccion. EI volumen final de incubacién fue de 600 pL. Las incubaciones se
realizaron por separado para cada compuesto del ensayo. Cada compuesto se incubd
durante 30 minutos y se tomaron (90 plL) de incubado a los 0O, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27 y 30 minutos. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de la muestra a
200 uL de acetonitrilo: metanol (3: 1) que contenia un patrén interno . Las muestras
terminadas se centrifugaron a 3700 rpm durante 15 minutos a 4 ° C para precipitar la

proteina y realizar el analisis cuantitativo. Despues de la precipitacion de proteinas, las
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muestras se analizaron usando condiciones especificas LC-MS /MS: a partir de una
parcela de pico In relacién de area (&rea del pico de compuesto / &rea de pico del patron
interno) frente al tiempo, se determiné la pendiente de la linea. Posteriormente, la vida
media y el aclaramiento intrinseco se calcularon usando las ecuaciones descritas a

continuacion:

Tasa constante de eliminacién (k) = (- gradiente)

La mitad de la vida (t_ (1/2)) (min) = 0,693 / k

Aclaramiento intrinseco (Clint) ml / min / g de proteina) = Vx0.693 /t_(1/2)

donde el volumen V = Incubacién ml / g de proteina microsomal.

Las muestras biologicas humanas utilizadas se obtuvieron de forma ética y su uso en

investigacion se realizo6 con el consentimiento informado requerido.
4.2.7. ChromlogD (pH=7.4): Indice cromatogréafico medida de la lipofilia.

La determinacion del ChromlogD se llevo a cabo en un equipo de HPLC (Agilent
1100) empleando una columna LUNA (5u, C18. 50 x 3.0mm) y como fases moviles:
una disolucion 50 mM de acetato amonico en agua, ajustada a un pH 7.4 con amoniaco
y acetonitrilo de grado de HPLC. Para la calibracion del equipo se utilizaron los
siguiente patrones, con los siguientes valores tedricos de CHI a pH= 7.4 : teofilina
(18.4) , feniltetrazol (23.6), benzimidazol (34.3), colchicina (42.0), fenilteofilina (51.2),
acetofenona (65.1), indol (71.5), propiofenona (77.4), butirofenona (87.5) y
valerofenona (96.2). Las muestras se prepararon en dimetilsulfoxido a una
concentracion 10 mM en placas de microtitulacion y el analisis se realizé a un flujo de 1
mL/min, a T=40°C utilizando el siguiente gradiente de disolventes (0.0 - 2.5 min 100%
B, 2.5 - 3.0 min 100% B, 3.0 - 3.2 min 100% A y 3.2 - 4.0 min 100% A). Siendo B
acetonitrilo de grado de HPLC y A la disolucién acuosa 50 mM de acetato amadnico en
agua (pH=7.4). La deteccion se llevo a cabo por absorcion en la region del UV a las
distintas longitudes de onda: 215 nm, 230 nm, 256 nm, 350 nm y 450 nm. El calculo del
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chromlogD se siguio6 la siguiente férmula matematica: chromlogD = CHI X 0.0857 — 2.
Siendo CHI= tiempo de retencién (tR) x pendiente.

4.2.8. Union a albumina en suero humano.

Los compuestos da ensayar se disolvieron en dimetilsulféxido a una
concentracion 10 mM, de las cuales se tomaron 10 uL y se diluyeron con 990 uL de una
mezcla 50:50 de la fase movil A 'y la fase movil B. Siendo A, una disolucion acuosa de
acetato amonico 50 mM (pH=7.4) y B 2-propanol. El andlisis se realiz6 en un equipo de
HPLC Agilent 1100, empleando una columna Chromtech HSA 50 x 3.0 mm (5 micras)
con un flujo de 1.8 mL/min, a T=30°C utilizando el siguiente gradiente de disolventes
(0.0 — 3.0 min (0-30% B), 3.0 — 5.0 min (30% B), 5.0 - 5.1 min (30-0%) B y 5.1 - 6 min
(0% B). La deteccidn se llevo a cabo por absorcion en la region del UV a las distintas
longitudes de onda: 215 nm y 254 nm.Para la calibracion del equipo se utilizaron los
siguiente patrones, con los siguientes valores tedricos de union a albumina en suero
humano: warfarina (98 %), nizatidina (35%), bromazepam (60%), carbamazepina (75
%), budesonid (88 %), nicardipina (95 %), indometacina (99 %), piroxicam (94.5 %),
naproxeno (99.7 %), ketoprofeno (98.9%) y diclofenaco (99.8%).

4.2.10. Ensayo in vivo de farmacocinética en raton.

Los estudios de farmacocinética se han llevado a cabo en ratones hembra
C57BL/6J (18-20 g). Los animales tuvieron acceso a comida y agua ad libitum.

El compuesto objeto de estudio ha sido administrado por via intravenosa (4
mg/kg a 10 ml/kg), en solucion compuesta por Encapsina20%/salino 80%, y por via oral
(50 mg/kg a 20ml/kg) como suspension en 1% metil-celulosa (el s6lido fue previamente
sometido a micronizacion para reducir el tamafio de particula y facilitar su absorcion).

Tras administracion de una dosis Unica por via intravenosa y oral, se tomaron
muestras de sangre a diferentes tiempos post-administracién a n=4 ratones por tiempo:

Via intravenosa (4 mg/kg): 10, 20 y 30 minutos, 1, 1.5, 2, 3, 4 y 8 horas.

Via oral (50 mg/kg): 15, 30 y 45 minutos, 1, 1.5, 2, 3, 4 y 8 horas.

A los tiempos post-tratamiento indicados anteriormente se extrajo la sangre a
cada raton mediante asfixia por CO, seguida de puncion cardiaca. Dos alicuotas de 50
ul se mezclaron inmediatamente con el mismo volumen de saponina para producir el

lisado de la sangre. Todas las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su analisis para
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detreminar la cantidad de compuesto presente en la mismas mediante una técnica de
LC/MS-MS (limite de cuantificacién 5 ng/ml).

Una vez determinada la concentracion de compuesto por cada tiempo de muestreo
se procedio al analisis farmacocinético de los perfiles concentracion-tiempo mediante
andlisis No Compartimental con el software WinNonlin 5.2 (Pharsight, Certara L.P).

Los estudios de farmacocinética fueron éticamente revisados y llevados a cabo de
acuerdo con la Directiva Europea 86/609/EEC y la politica GSK de Cuidado, Bienestar

y Tratamiento de los animales.

4.2.10. Ensayo in vivo para la determinacion de la eficacia terapéutica en el modelo
de infeccion aguda de ratén.

La metodologia de este ensayo el modelo de infeccion aguda en se ha
desarrollado por el grupo de eficacia terapéutica en nuestras instalaciones y se encuentra

descrita en la siguiente referencia bibliografica.

e Rullas J. et al. Antimicrob. Agents Chemother, 2010, 54, 2262 —2264.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion se ha llevado a cabo dentro de un proyecto de
investigacion de la compafiia farmacéutica GlaxoSmithKline (GSK) y esta dirigido al
desarrollo de nuevos inhibidores de la enoil-ACP-reductasa (InhA) de Mycobacterium
tuberculosis, con el objeto de explorar la aplicabilidad terapeutica en el tratamiento de
la tuberculosis. Asi, se ha desarrollado la sintesis de nuevos derivados del compuesto
identificado como cabeza de serie GSK1, considerando las modificaciones estructurales

de las denominadas region derecha e izquierda de la molécula (Fig.41).

Unidad
Central

J \( >/<an

Parte Izquierda Parte Derecha

Figura 41. Estructura compuesto GSK1.

A continuacion se enumeran las conclusiones extraidas de este trabajo de

investigacion:
Secciones 3.2y 3.3

1. Se ha optimizado la ruta sintética necesaria para la obtencién de los

compuestos objetivo, descritos en estas secciones.

e EIl grupo protector acetilo resultd ser el més adecuado para lograr la

regioselectivad deseada en el primer paso de la ruta sintética.

e Para evitar la sulfonacion del benceno en aquellos casos en los que el
anillo esta activado frente a la sustitucion electrofila aromética, la
ciclacion con oxicloruro de fosforo en condiciones de reflujo resulto ser

la alternativa preferida a la ciclacion con &cido sulfurico concentrado.

2. Como resultado de las modificaciones realizadas a cabo en la region izquierda,

variando sustituyentes y patrones de sustitucién en el grupo fenilo, se
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obtuvieron nuevos derivados de la estructura GSK1. De los cuales doce
mostraron una actividad enzimatica de unidades de nanomolar, presentando

dos de ellos una MIC del orden de unidades de micromolar.

e Se concluye que es necesaria la presencia de un grupo halégeno en la
posicion orto para mantener los niveles de actividad en célula entera

mostrados por el cabeza de serie GSK1.

e La sustitucion en posicion para conlleva una considerable pérdida de

actividad tanto a nivel enziméatico como a nivel celular.

e La introduccién de sustituyentes polares en el anillo no mejora la

actividad.

e La metilacion del nitrégeno puente de la estructura conlleva una dréstica

pérdida de actividad tanto a nivel enziméatico como en célula entera.

3. Laoptimizacion de la separacion quiral mediante cromatografia liquida de alta
resolucion en fase estacionaria quiral y la posterior caracterizacion por
dicroismo circular vibracional puso de manifiesto que en la serie de los 1,3,4-
tiadiazoles, los enantidmeros que conforman el racémico presentaron distintas
propiedades bioldgicas, siendo el enantibmero de configuracion S el
responsable de la actividad bioldgica.

4. El compuesto 58, identificado como el mas prometedor de la serie, presentd
claras desventajas a nivel de estabilidad microsomal y potencial riesgo de
interacciones farmaco-farmaco. Se concluyd por tanto que era necesario seguir
trabajando en la regidn izquierda de la molécula con el objetivo de eliminar o

mitigar los problemas identificados en esta serie.

Seccién 3.4

5. Se han optimizado las etapas necesarias para la obtencion de los compuestos
objetivo.

6. El reemplazo del anillo de benceno por el heterociclo de piridina genera un

aumento de polaridad en la estructura provocando una reduccion de la actividad

tanto a nivel enzimatico como celular y una mejora de la estabilidad
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microsomal. En cuanto a la inhibicion de los CYP3A4 no se encontrd un efecto

claro.

7. Como resultado del reemplazo del anillo de benceno por el heterociclo de

piridina se obtuvieron 16 derivados de los cuales 2 mostraron una actividad
enzimatica del orden de unidades de nanomolar, uno de ellos present6 un valor

submicromolar de MIC.

e La presencia de un halégeno en posicion orto favorece la interaccion
enzimatica, mientras que la sustitucion en posicién para conlleva una
pérdida de actividad tanto enzimatica como celular. Estas observaciones
coinciden con las vistas en la serie de los arilos lo que indica que el SAR
analizado en el capitulo anterior puede ser extensivo a la familia de los
1,3,4-tiadiazoles o al menos servir como guia en el disefio de nuevos

derivados.

8. El cambio estructural del 3,5-dimetilpirazol por el 1-(4-metiltiazol-2-il)etanol

10.

no tiene un impacto claro a nivel de interaccion enzimatica, sin embargo

procura una mejora de la potencia a nivel celular.

Teniendo en cuenta el estudio de la influencia de los diferentes parametros
fisico-quimicos en la actividad a nivel celular, realizado en esta seccion, se
corrobora que la inhibicion del crecimiento de la micobacteria depende de
diferentes parametros como lipofilia, solubilidad y permeabilidad a parte de la
necesaria interaccion enzimética. Se concluye también que el 1-(4-metiltiazol-
2-il)etanol proporciona a las moléculas las propiedades fisico-quimicas

adecuadas para poder llegar a ser farmacos.

El compuesto 90 presenta el mejor perfil farmacoldgico en la serie. Al no
presentar los valores de exposicion esperados en los ensayos in vivo este
derivado no fue progresado a estudios méas avanzados. Se concluye que es

necesario seguir optimizando la region izquierda de la molécula.
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Seccion 3.4

11. Como resultado del ejercicio de exploracion de distintos sistemas
heterociclicos, se obtuvieron 8 derivados de los cuales cinco presentaron
valores de MIC del orden de unidades de micromolar y submicromolar en uno
de los casos, ninguno mostr6 una actividad enziméatica de unidades de
nanomolar.

e La introduccion de sustituyentes polares afecta negativamente a la
actividad, tanto a nivel de enzima como de célula entera.

e La presencia de un atomo de nitrogeno en posicion 2, parece ser
requerida para favorecer el reconocimiento por el enzima. El disefio y
ensayo de nuevos derivados seria necesario para corroborar esta
hipétesis.

e La exploracion de sistemas benzocondensados no reportd ninguna

ventaja a nivel de actividad o propiedades ADMET.

12. El reemplazo del anillo de benceno por el 4-metiltiazol ha permitido identificar

al compuesto 106, como el derivado mas prometedor de esta serie.

13. El compuesto 106 fue progresado al ensayo de eficacia de infeccién aguda en
raton mostrando una capacidad significativa de reducir la carga bacteriana.
Este compuesto presentd una EDgg= 87 mg/kg, comparable con alguno de los

compuestos que actualmente se encuentran en ensayos clinicos.

Conclusién final

El trabajo de investigacion descrito en esta memoria ha sido desarrollado dentro
del proyecto de investigacion “InhA: inhibidores de la ACP-enoilreductasa de
tuberculosis” y ha contribuido a la identificacion de un nuevo inhibidor directo de la

enzima InhA que actualmente se encuentra en estudios de combinacion.

El esfuerzo realizado en la escritura de esta tesis me ha permitido ampliar los
conocimientos en la disciplina de Quimica Medica, desarrollando una mejor capacidad
de anélisis de resultados asi como una vision global del proceso de descubrimiento de

nuevos farmacos.
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7. RESUMEN EN INGLES

The work described in this report has been developed in the DDW (Diseases of
the Developing World) GlaxoSmithKline center in Tres Cantos (Madrid) under the
direction of Dra. Julia Castro Pichel and Dra. Esther Fernandez Velando. This work
was done in collaboration with the GATB (Global Alliance for Tuberculosis)

organization.

The main objective of this research program has been to identify new InhA
inhibitors within the family of thiadiazoles, these molecules should be active against
TB-MDR strains and TB-XDR type. These new compounds would be administered in
combination, replacing one or more of the drugs used in current regimens of directly
observed therapy. The identified compounds should be able to be administered orally,

well tolerated and show low generation frequency of resistance.

In the development of this research project the design and synthesis of new
modifications in the overall structure of GSK1, hit of the thiadiazole series, have been
carried out with the aim of improving the enzymatic activity as well as the whole cell

potency and physicochemical profile of the new compounds.

Molecules result of the proposed modifications were evaluated in the appropriate
biological studies, assessing their potential as anti-TB drugs. After the biological
evaluation exercise and SAR study of the series compound 106 was identified as the
most promising structure. This compound has been progressed to the Pre-Candidate and
is currently in combination studies, contributing that way to the identification of a novel

direct inhibitor of the well validated enzyme InhA.
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