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DERIVADOS DE PURINA INHIBIDORES DE CDC7 Y SU USO PARA EL
TRATAMIENTO DE PATOLOGIAS NEUROLOGICAS

La presente invencion se refiere al uso de una serie de derivados de purina que son
capaces de inhibir la actividad de la quinasa CDC7, por lo que resultan utiles para el
tratamiento y/o prevencion de enfermedades neurologicas tales como la esclerosis
lateral amiotréfica, la enfermedad de Alzheimer o la demencia frontotemporal, donde se
produce una hiperfosforilacion de TDP-43 y posterior formacidon de aglomerados
inducida por la CDC?7.

ESTADO DE LA TECNICA

La hiperactividad de quinasas se produce en muchos tipos de enfermedades y
particularmente en enfermedades neurodegenerativas y cancer. La hiperfosforilacion de
la proteina TDP-43 induce la formacién de agregados que se han detectado en
pacientes con esclerosis lateral amiotréfica o con degeneracion lobular frontotemporal.
Se ha detectado que la quinasa CDC7 es responsable de la hiperfosforilacion dual de
la TDP-43 en las serinas 409/410 en ciertos modelos, por lo que la inhibicién de esta
CDC7 seria una estrategia interesante para desarrollar farmacos para enfermedades
neurodegerativas, como por ejemplo esclerosis lateral amiotréfica (ELA) o con
degeneracion lobular frontotemporal (Lianchko, N. F. et al., Ann Neurol. 2013 74(1): 39-
52). Existen otras enfermedades neurologicas mediadas también por TDP-43, como la
encefalopatia traumatica crénica y el deterioro cognitivo asociado a la edad (Iverson GL,
et al., Neurosci Biobehav Rev. 2015 Sep; 56: 276-293; Nag S, et al., Neurology. 2017
Feb 14; 88(7): 653-660; Wilson RS, et al., JAMA Neurol. 2013 Nov; 70(11): 1418-1424).

El documento US2013/0072506A1 describe derivados de purinas 6,8-disustituidas que
son utiles para una serie de usos terapéuticos y cosméticos. Entre los posibles usos
terapéuticos, se menciona el del tratamiento de la esclerosis multiple o0 como farmacos

antineurodegenerativos.

El documento W0O2007/124288A1 describe una serie de compuestos con un nucleo
estructural de indazol que tienen la habilidad de inhibir la CDC-7 y que son utiles para
el tratamiento de una enfermedad en la que esta quinasa esta implicada, como por

ejemplo el cancer.



10

15

20

25

WO 2020/058558 2 PCT/ES2019/070632

En ACS Med. Chem. Lett. 2013, 4, 211-215, Penning et al. describen un estudio sobre
la interaccion de compuestos derivados de azaindol con la CDC-7 y la posibilidad de

usar estos compuestos en terapia contra el cancer.

El documento US2011/015172A1 describe una familia de pirrolpirazinas que son
inhibidores de quinasas como la CDC-7 y su uso para el tratamiento de enfermedades

asociadas a esta quinasa como el cancer.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una serie de compuestos derivados de purina que
son inhibidores de CDC-7 y utiles como potenciales farmacos para enfermedades
mediadas por proteinopatias de TDP-43, como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y demencia frontotemporal. En particular, en
patologias con modificaciones post-traslacionales de TDP-43. Estos compuestos son
inhibidores de CDC7 en la fosforilacién de TDP-43.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencioén se refiere al uso de un compuesto

N

(1)

de formula (1)

donde:

X se selecciona de entre CH», CO;
nes1;

Y se selecciona de entre N, CH;

Ar se selecciona de entre los siguientes grupos:
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Rs R

Ry

donde R1 a R7 se seleccionan independientemente de entre H, NH>, -O(alquilo C+1.C4),
NH(alquilo C+-C4) o halégeno y ------- representa el punto de union al resto de la

molécula;

o donde nes 0;
Y esCH;y

Ar es el siguiente grupo:

donde R1 a Rs se seleccionan independientemente de entre H, NH», -O(alquilo C+1.C4),
NH(alquilo C+-C4) o halégeno y ------- representa el punto de union al resto de la
molécula; preferiblemente R1 a Rs se seleccionan independientemente de entre H, NH»,
-O(alquilo C1.C4) o NH(alquilo C4+-C4), mas preferiblemente R1 a Rs se seleccionan

independientemente de entre H, o -O(alquilo C+1.C4);

o cualquiera de sus sales, solvatos o isébmeros farmacéuticamente aceptables para uso

en el tratamiento y/o la prevencion de patologias relacionadas con la proteina TDP-43;

con la condicién de que el compuesto de férmula (I) no es el siguiente compuesto:
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Br

8

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas hidrocarbonadas
saturadas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 10 atomos de carbono, por ejemplo,
metilo, etilo, n-propilo, Fpropilo, n-butilo, ferc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, etc.
Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1 y 4 atomos de carbono. Los grupos alquilo
pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como CF3,
alquilo C+-Cs, S-alquilo C+-Cs, haldégeno, CN, O-alquilo C1-Cs, NO2, COO-alquilo C1-Ces,
NHCO-alquilo C+-Cs, NH2 y NH-alquilo C+-Cs, y mas preferiblemente entre CFj,
halégeno, CN y NO..

Por “haldégeno” se entiende en la presente invencién a un atomo de bromo, cloro, yodo

o fldor.

En una realizacién preferida de este primer aspecto, en el compuesto para uso segun

se ha descrito, Ar es el siguiente grupo:

R2

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, al

menos uno de Ry a Rs es -O(alquilo C1Ca), preferiblemente O-metilo.

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, al

menos uno de Ry a Rs es halogeno.



10

15

20

25

WO 2020/058558 5 PCT/ES2019/070632

En ofra realizacion mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, Ry a

Rs es hidrégeno.

En una realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, n es
1.

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, X es
COeYesN.

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, X es
CH2eYesN.

En otra realizacion preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, Ar es el
siguiente grupo:
R4 R,

Rs Ry

Re R4

R7

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, X es

COeYesN.

En ofra realizacion mas preferida, en el compuesto para uso segun descrito

anteriormente, Ry a Ry es hidrégeno.

En otra realizacién mas preferida, en el compuesto para uso segun se ha descrito, al

menos uno de R; a Rz es -O(alquilo C1 C4), preferiblemente es -O-metilo.

En otra realizacion preferida, en el compuesto para uso segun descrito anteriormente,

al menos uno de Ry a Ry es haldgeno.
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En otra realizacion preferida, el compuesto para uso segun se ha descrito, se selecciona
de la siguiente lista:
*  1-(4-metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona (2)
* 1-(naftalen-2-il)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona (3)
* 1-(3-metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona (4)
*  1-(4-iodofenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona (5)
*  B6-((4-clorofenetil)tio)-9H-purina (6)
*  B-((3-clorofenetil)tio)-9H-purina (7)
*  B6-((2-clorofenetil)tio)-9H-purina (8)
*  B6-((4-fluorofenetil)tio)-9H-purina (9)
* 4-(benciltio)-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (10)

En otra realizacién preferida, la enfermedad relacionada con la proteina TDP-43 es una
enfermedad neurolégica. En una realizacién mas preferida, la enfermedad relacionada
con la proteina TDP-43 es una enfermedad neurolégica que se selecciona de entre
esclerosis lateral amiotrofica, demencia frontotemporal, enfermedad de Alzheimer,
deterioro cognitivo asociado a la edad y encefalopatia traumatica cronica. En una
realizacién aun mas preferida, la enfermedad relacionada con la proteina TDP-43 se
selecciona de entre esclerosis lateral amiotréfica, demencia frontotemporal y

enfermedad de Alzheimer.

En un segundo aspecto, la invencidn se refiere a un compuesto que se selecciona de
entre:

* 6-((4-Clorofenetil)tio)-9H-purina (6)

*  6-((3-Clorofenetil)tio)-9H-purina (7)

*  6-((2-Clorofenetil)tio)-9H-purina (8)

*  6-((4-Fluorofenetil)tio)-9H-purina (9)

* 4-(benciltio)-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (10)

En un tercer aspecto, la invencidén se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto del segundo aspecto de la invencion mencionado
anteriormente, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente,

esta composicién puede contener otro principio activo.
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Los compuestos de la presente invencidén representados por la formula (1) o por los
compuestos del segundo aspecto de lainvencién, pueden incluir isémeros, dependiendo
de la presencia de enlaces multiples (por ejemplo, Z, E), incluyendo isdmeros épticos o
enantibmeros, dependiendo de la presencia de centros quirales. Los isbmeros,
enantidmeros o diastereocisémeros individuales y las mezclas de los mismos caen dentro
del alcance de la presente invencién, es decir, el término isébmero también se refiere a
cualquier mezcla de isbmeros, como diasteredbmeros, racémicos, etc., incluso a sus
isbmeros 6pticamente activos o las mezclas en distintas proporciones de los mismos.
Los enantibmeros o diasterecisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden

separarse mediante técnicas convencionales.

Todos los compuestos descritos en la invencion pueden estar en forma cristalina como
compuestos libres o como solvatos. En este sentido, el término “solvato”, tal como aqui
se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir, solvatos del
compuesto de formula (I) o de los compuestos del segundo aspecto que pueden ser
utilizados en la elaboracion de un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no
aceptables, los cuales pueden ser utiles en la preparacion de solvatos o sales
farmacéuticamente aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable
no es critica siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable. En una realizacién
particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos

convencionales de solvatacion conocidos por los expertos en la materia.

Para su aplicacién en terapia, los compuestos de formula (I) o los compuestos del
segundo aspecto de la presente invencidn, sus sales, solvatos o isébmeros, se
encontraran, preferentemente, en una forma farmacéuticamente aceptable o
sustancialmente pura, es decir, que tiene un nivel de pureza farmacéuticamente
aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y
portadores, y no incluyendo material considerado téxico a niveles de dosificacion
normales. Los niveles de pureza para el principio activo son preferiblemente superiores
al 50%, mas preferiblemente superior al 70%, y todavia mas preferiblemente superiores
al 90%. En una realizacién preferida, son superiores al 95% de compuesto de formula
(D, (IH o los compuestos del segundo aspecto de la presente invencién, o de sus sales,

solvatos o isémeros.
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En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a las composiciones farmacéuticas que
comprenden al menos un compuesto de la invencién, o un isomero, una sal
farmacéuticamente aceptable o un derivado del mismo, junto con un transportador o
“carrier” farmacéuticamente aceptable, un excipiente o un vehiculo, para la
administracién a un paciente.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados
en dichas composiciones son los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en

la materia y utilizados habitualmente en la elaboraciéon de composiciones terapéuticas.

Otro aspecto de la invencién es un método de tratamiento de una enfermedad
neurolégica o neurodegenerativa, que comprende la administracién a un paciente de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de formula (l), de un
compuesto del segundo aspecto de la invencidn o de una composicién farmacéutica que
los comprende, donde la enfermedad neuroldégica o neurodegenerativa es una
enfermedad relacionada con la proteina TDP-43 que se puede seleccionar
fundamentalmente de entre esclerosis lateral amiotrofica, demencia frontotemporal,
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo asociado a la edad y encefalopatia

traumatica crénica.

En el sentido utilizado en esta descripcién, la expresion “cantidad terapéuticamente
efectiva” se refiere a la cantidad del agente o compuesto capaz de desarrollar la accién
terapéutica determinada por sus propiedades farmacolégicas, calculada para producir
el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las
caracteristicas propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado del paciente, la

severidad de la alteracion o trastorno, y de la ruta y frecuencia de administracién.

Los compuestos descritos en la presente invencién, sus sales o solvatos, asi como las
composiciones farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con otros
farmacos, o principios activos, adicionales para proporcionar una terapia de
combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma
composicion farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de
una composicion separada para su administracion simultdnea o no a la de la
composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (1), o una sal o

solvato del mismo.
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En otra realizacién particular, dicha composicion terapéutica se prepara en forma de una
forma sélida o suspensién acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La
composicion terapéutica proporcionada por esta invencion puede ser administrada por
cualquier via de administracion apropiada, para lo cual dicha composicion se formulara
en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida. En una
realizacién particular, la administracién de la composicién terapéutica proporcionada por
esta invencidon se efectua por via oral, topica, rectal o parenteral (incluyendo

subcutanea, intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, intravenosa, etc.).

En una realizacion preferida de la presente invencidn, las composiciones farmacéuticas
son adecuadas para la administracion oral, en forma soélida o liquida. Las posibles
formas para la administracion oral son tabletas, capsulas, siropes o soluciones y pueden
contener excipientes convencionales conocidos en el ambito farmacéutico, como
agentes agregantes (p.e. sirope, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinil
pirrolidona), rellenos (p.e. lactosa, azucar, almidén de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o
glicina), disgregantes (p.e. almidén, polivinil pirrolidona o celulosa microcristalina) o un

surfactante farmacéuticamente aceptable como el lauril sulfato de sodio.

Las composiciones para administracion oral pueden ser preparadas por métodos los
convencionales de Farmacia Galénica, como mezcla y dispersién. Las tabletas se

pueden recubrir siguiendo métodos conocidos en la industria farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administracion parenteral,
como soluciones estériles, suspensiones, o liofilizados de los productos de la invencion,
empleando la dosis adecuada. Se pueden emplear excipientes adecuados, como

agentes tamponadores del pH o surfactantes.

Las formulaciones anteriormente mencionadas pueden ser preparadas usando métodos
convencionales, como los descritos en las Farmacopeas de diferentes paises y en otros

textos de referencia.

La administracién de los compuestos 0 composiciones de la presente invencién puede
ser realizada mediante cualquier método adecuado, como la infusion intravenosa y las
vias oral, intraperitoneal o intravenosa. La administracion oral es la preferida por la

conveniencia de los pacientes y por el caracter cronico de las enfermedades a tratar.
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La cantidad administrada de un compuesto de la presente invencion dependera de la
relativa eficacia del compuesto elegido, la severidad de la enfermedad a tratar y el peso
del paciente. Sin embargo, los compuestos de esta invencién seran administrados una
0 mas veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 6 4 veces diarias, con una dosis total entre 0,1y
1000 mg/Kg/dia. Es importante tener en cuenta que puede ser necesario introducir
variaciones en la dosis, dependiendo de la edad y de la condicién del paciente, asi como

modificaciones en la via de administracion.

Los compuestos y composiciones de la presente invencién pueden ser empleados junto
con otros medicamentos en terapias combinadas. Los otros farmacos pueden formar
parte de la misma composicién o de otra composicion diferente, para su administracién

al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

El uso de los compuestos de la invencidn es compatible con su uso en protocolos en
que los compuestos de la féormula (l), o sus mezclas se usan por si mismos o0 en

combinaciones con otros tratamientos o cualquier procedimiento médico.

Alo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

gue sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Muestra la correlacion lineal entre la permeabilidad descrita y la experimental de

10 compuestos comerciales empleando la metodologia PAMPA.

FIG. 2. Muestra el efecto neuroprotector del inhibidor de CDC7 (compuesto 3) en células
de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas previamente con &cido etacrinico (AE, 20
MM) durante 12 horas en presencia o ausencia del inhibidor a 10 uM y de dos
compuestos de referencia (inhibidores de GSK-3). Los datos representan la media de

cuatro experimentos diferentes +SEM (*p <0.05).
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EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Ejemplo 1: sintesis de los nuevos compuestos de la invencion.
1-(4-Bromofenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona (1):

El producto 1 se ha sintetizado segun el procedimiento descrito en Chemische
Berichte, 1989, 122(5), 919-924.

1-(4-Metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona (2):
El producto 2 se ha sintetizado segun el procedimiento descrito en Asian Journal of
Chemistry, 2010, 22(1), 689-698.

1-(Naftalen-2-il)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona (3):

(Disponible comercialmente CAS Registry Number 312281-93-9)

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y KoCOs (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacién
durante 2 h a temperatura ambiente. Se adiciona 2-bromo-2’-acetonaftona (439.2 mg,
1.76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 78 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEt (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
Mg.SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. No es necesario purificar
mediante columna cromatografica. De esta forma se obtiene el producto 3 en forma de
sélido amarillo (158.6 mg, 28 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 5 13.57 (s, 1H), 8.87
(s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 8.16 (dd, J = 8.0, 4.0 Hz, 1H), 8.10 — 7.98 (m, 3H),
7.75 — 7.60 (m, 2H), 5.18 (s, 2H). 3C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): 5 193.9 (1C), 158.2
(1C), 152.0 (1C), 149.9 (1C), 143.8 (1C), 135.8 (1C), 133.8 (1C), 132.8 (1C), 131.1 (1C),
130.3 (2C), 129.5 (1C), 129.1 (1C), 128.4 (1C), 127.8 (1C), 124.5 (1C), 37.0 (1C). HPLC:
Pureza = 95%. MS (ES): m/z 321 [M+1]. P.f. 202 — 204 °C. Andlisis elemental
(C17H12N4OS) Calculado: C 63.73%, H 3.78%, N 17.49%, S 10.01%. Hallado: C 63.56%,
H 4.02%, N 17.21%, S 9.89%.
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1-(3-Metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona (4):

(Disponible comercialmente CAS Registry Number 1458134-70-7)

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacién
durante 2 h a temperatura ambiente. Se adiciona 2-bromo-3’-metoxiacetofenona (403.2
mg, 1.76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 20 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEt (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
Mg.SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. No es necesario purificar
mediante columna cromatografica. De esta forma se obtiene el producto 4 en forma de
sélido marrén (297.0 mg, 55 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 5 13.53 (s, 1H), 8.54
(s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.66 (dd, J = 8.0, 4.0 Hz, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.46 (dd, J= 8.0, 4.0
Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.0, 4.0 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H), 3.80 (s, 3H). "*C-RMN (75 MHz,
DMSO-ds): 6 193.8 (1C), 160.1 (1C), 158.2 (1C), 151.9 (1C), 149.9 (1C), 143.8 (1C),
137.9 (1C), 130.7 (2C), 121.5 (1C), 120.2 (1C), 113.4 (1C), 56.1 (1C), 37.0 (1C). HPLC:
Pureza = 98%. MS (ES): m/z 301 [M+1]. P.f. 190 — 192 °C. Andlisis elemental
(C14H12N40O2S) Calculado: C 55.99%, H 4.03%, N 18.65%, S 10.68%. Hallado: C 55.87%,
H 4.00%, N 18.52%, S 10.39%.

1-(4-lodofenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona (5):

(Disponible comercialmente CAS Registry Number 1460254-51-6)

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacién
durante 2 h a temperatura ambiente. Se adiciona 2-bromo-4’-iodoacetofenona (571.9
mg, 1.76 mmoles) y se mantiene en agitacién durante 17 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEt (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
Mg.SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica mediante
columna automatica empleando CH2Clo/MeOH (9:1) como eluyente. De esta forma se
obtiene el producto 5 en forma de sélido amarillo (61.8 mg, 9 %). "H-RMN (300 MHz,
DMSO-ds): 6 13.53 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 7.98 (dd, J= 8.0, 4.0 Hz, 2H), 7.85
(dd, J=8.0, 4.0 Hz, 2H), 4.96 (s, 2H). '*C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): 5 193.7 (1C), 157.2
(1C), 153.7 (1C), 151.7 (1C), 143.9 (1C), 138.3 (2C), 135.6 (1C), 130.5 (3C), 102.5 (1C),
36.5 (1C). MS (ES): m/z 396 [M+1]. P.f. 192 — 194 °C. Analisis elemental (C13HsIN4OS)
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Calculado: C 39.41%, H 2.29%, N 14.14%, S 8.09%. Hallado: C 39.20%, H 2.19%, N
13.90%, S 7.74%.

6-((4-Clorofenetil)tio)-9H-purina (6):

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccién en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 4-clorofenetilo (387.0 mg,
1.76 mmoles) y se mantiene en agitacién durante 2 h y 30 min a temperatura ambiente.
Se evapora el disolvente a presion reducida y se afnade AcOEt (100 mL). La fase
organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca
sobre Mg>SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica
mediante columna cromatografica empleando CH2Cl./MeOH (10:1) como eluyente. De
esta forma se obtiene el producto 6 en forma de solido blanco (315.4 mg, 62 %). 'H-
RMN (300 MHz, DMSO-ds): 8 13.51 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.40 — 7.29 (m,
4H), 3.59 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 7.5 Hz, 2H). "*C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): 5
158.2 (1C), 151.5 (1C), 149.6 (1C), 143.3 (1C), 139.1 (1C), 131.0 (1C), 130.5 (2C), 130.0
(1C), 128.3 (2C), 34.4 (1C), 29.0 (1C). P.f. 190 — 192 °C. Andlisis elemental
(C13H11CIN4S) Calculado: C 53.70%, H 3.81%, N 19.27%, S 11.03%. Hallado: C 53.27%,
H 3.79%, N 19.03%, S 10.85%.

6-((3-Clorofenetil)tio)-9H-purina (7):

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacién
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 3-clorofenetilo (387.0 mg,
1.76 mmoles) y se mantiene en agitacién durante 3 h y 30 min a temperatura ambiente.
Se evapora el disolvente a presion reducida y se afade AcOEt (100 mL). La fase
organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afiadiendo un poco de NaCl. Se seca
sobre Mg>SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica
mediante columna cromatografica empleando CH2Cl./MeOH (20:1) como eluyente. De
esta forma se obtiene el producto 7 en forma de solido blanco (402.2 mg, 78 %). 'H-
RMN (300 MHz, DMSO-ds): 6 13.51 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 7.39 (t, J= 1.6
Hz, 1H), 7.37 —7.24 (m, 3H), 3.62 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 3.04 (t, J= 7.5 Hz, 2H)."*C-RMN
(75 MHz, DMSO-dpg): 5 158.5 (1C), 151.5 (1C), 149.2 (1C), 142.9 (1C), 142.6 (1C), 133.0
(1C), 130.4 (1C), 130.2 (1C), 128.5 (1C), 127.4 (1C), 126.4 (1C), 34.7 (1C), 28.8 (1C).



10

15

20

25

30

35

WO 2020/058558 14 PCT/ES2019/070632

P.f. 143 — 145 °C. Analisis elemental (C13H11CIN4S) Calculado: C 53.70%, H 3.81%, N
19.27%, S 11.03%. Hallado: C 53.34%, H 3.80%, N 19.09%, S 11.00%.

6-((2-Clorofenetil)tio)-9H-purina (8):

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccién en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 2-clorofenetilo (387.0 mg,
1.76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 5 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se aflade AcOEt (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afiadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
Mg>SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica mediante
columna cromatografica empleando CH>Cl>/MeOH (10:1) como eluyente. De esta forma
se obtiene el producto 8 en forma de solido blanco (250.4 mg, 49 %). "H-RMN (300
MHz, DMSO-dg): d 13.49 (s, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.44 (dd, J = 6.9, 2.5 Hz,
1H), 7.43 (dd, J=6.9, 2.4 Hz, 1H), 7.33 - 7.22 (m, 2H), 3.62 (dd, J = 8.3, 6.6 Hz, 2H),
3.17 (dd, J = 8.2, 6.7 Hz, 2H). '*C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): 5 157.6 (1C), 151.4 (1C),
150.3 (1C), 143.3 (1C), 137.3 (1C), 133.1 (1C), 131.1 (1C), 129.2 (2C), 128.4 (1C), 127.2
(10C), 32.7 (1C), 27.6 (1C). P.f. 154 — 156 °C. Andlisis elemental (C13H11CIN4S)
Calculado: C 53.70%, H 3.81%, N 19.27%, S 11.03%. Hallado: C 53.60%, H 3.86%, N
19.14%, S 10.85%.

6-((4-Fluorofenetil)tio)-9H-purina (9):

Se disuelven 6-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y KoCOs (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacién
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 4-fluorofenetilo (358.0 mg,
1.76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 5 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEt (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
Mg.SO4 anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica mediante
columna cromatografica empleando CH>Cl>/MeOH (10:1) como eluyente. De esta forma
se obtiene el producto 9 en forma de solido blanco (285.0 mg, 59 %). "H-RMN (300
MHz, DMSO-dg): 6 13.51 (s, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 7.45 - 7.26 (m, 2H), 7.22 —
6.94 (m, 2H), 3.59 (t, J=7.6 Hz, 2H), 3.02 (t, J= 7.5 Hz, 2H). "*C-RMN (75 MHz, DMSO-
ds): 6 160.9 (d, J=241.7 Hz, 1C), 158.6 (1C), 151.5 (1C), 149.2 (1C), 142.9 (1C), 136.3
(d, J=2.7 Hz, 1C), 130.4 (d, J= 7.9 Hz, 2C), 130.4 (1C), 115.0 (d, J = 21.0 Hz, 2C),
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34.3 (1C), 29.2 (1C). HPLC: Pureza > 99%, t.r. = 6.99 min. MS (ES): m/z 275 [M+1]. P.f.
184 — 186 °C. Analisis elemental (C13H11FN4S) Calculado: C 56.82%, H 4.04%, N
20.42%, S 11.69%. Hallado: C 56.38%, H 4.01%, N 20.04%, S 11.43%.

4-(benciltio)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (10):

Bajo atmosfera de argdn y a 0°C, se adiciona una mezcla de 6-mercaptopurina (0.49 g,
3.9 mmol) y NaH (47 mg, 1.96 mmol) en DMF sobre una disolucién de 4-cloro-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina (0.15 g, 1.0 mmol) en DMF. La mezcla de reaccidon se agita a
temperatura ambiente bajo atmosfera de argdn durante la noche. Una vez finalizada la
reaccion, se neutraliza la mezcla con metanol. Se evapora el disolvente a presion
reducida y se aflade AcOEt (100 mL). La fase organica se lava con agua destilada (3 x
100 mL). Se seca sobre Mg>SO. anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El
crudo se purifica mediante columna cromatografica empleando Hexano/AcOEt (10:1)
como eluyente. De esta forma se obtiene el producto 10 en forma de sdélido blanco (164
mg; 70%). 'TH-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 5 4.68 (s, 2H, CH>), 6.52 (dd, J= 4.0, 2.0 Hz,
1H), 7.26-7.50 (m, 6H), 8.69 (s, 1H), 12.25 (s, 1H, NH). "*C-RMN (DMSO-ds): d 31.6,
98.2, 114.7, 125.8, 127.0, 128.4, 128.9, 138.0, 149.0, 150.2, 158.7. P f. 167-168 °C
Analisis elemental (C4;H11N3S) Calculado: C, 64.71; H, 4.59; N, 17.41; S, 13.29.
Hallado: C, 64.59; H, 4.64; N, 17.28; S, 13.22.

Ejemplo 2: Medida de la inhibicién de CDC7

El ensayo de inhibién de quinasas LanthaScreen Eu utiliza un marcador de Alexa
Fluor™ que se une a una quinasa y se detecta mediante la adicién de un anticuerpo
marcado con Eu. La unién del marcador y el anticuerpo a la quinasa da como resultado
un alto grado de FRET, mientras que el desplazamiento del marcador por un inhibidor
resulta en una pérdida de FRET. A diferencia de otros muchos ensayos de actividad
quinasa, este es un ensayo de simple mezcla y lectura, sin etapas de desarrollo. Este
método de ensayo ha sido desarrollado por “Life Technologies” e identifican inhibidores
de quinasa ATP competitivos, haciéndolos adecuados para la deteccién de cualquier

compuesto que se una al sitio del ATP.

Los compuestos se evaluan en 1% DMSO (final) en el pocillo. Se ha utilizado una mezcla
de CDC7/DBF4 recombinante humana (0,5 nM), anticuerpo Eu-antiGST (2 nM) y
marcador AlexaFluor (1nM) en un buffer de 50 mM HEPES pH 7,5, 0,01% BRIJ-35, 10
mM MgCI2, 1 mM EGTA.En placas blancas de 348 pocillos, de bajo volumen,
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codificadas (Greiner cat. #784207), se afiaden 160 nL (100 x compuesto en 100%
DMSO), 3,84 L (buffer con CDC7/DBF4), 8,0 pL (anticuerpo), 4,0 yL(marcador). Se
agita 30 s y se incuba a temperatura ambiente durante 60 min. A continuacion, se mide

la fluorescencia en el lector de placas y se analizan los datos (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de inhibicion en CDC7 de los compuestos de formula (1):

R2 Ry Rs
Rs Re
Comp. ] OO ] X |Z|Y CDC7
[ Clso (4M)
RiaRs RiaRy
1* 4-Br - CO |S|N 2,120
2 4-OMe - CO |S|N 1,080
3 - H CO |S|N 0,698
4 3-OMe - CO |S|N 1,710
5 4-| - CO |S|N 0,380
6 4-Cl - CH2|S|N 0,142
7 3-Cl - CH2[S| N 0,305
8 2-Cl - CH2|S| N 0,191
9 4-F - CH2|S| N 0,390
10 H - - |S|CH| 0,234

*Comp. (1): 1-(4-Bromofenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona, incluido como

comparativa.

Ejemplo 3: Prediccién del paso de barrera hematoencefalica

Un requisito imprescindible que deben cumplir los farmacos destinados al tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas es la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) ya que, en caso contrario, no podrian actuar sobre la diana de
interés. Por tanto, para los compuestos no permeables o situados en la zona de
incertidumbre, podria ser necesario que fueran vehiculizados adecuadamente en una
formulacion farmacéutica mediante métodos conocidos por un experto en la materia,
como por ejemplo mediante encapsulacién. Esta capacidad puede predecirse in vitro
utilizando un método conocido con las siglas PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) descrito por Di y colaboradores (Di, L.; Kerns, E. H.; Fan, K,
McConnell, O. J.; Carter, G. T. Eur. J. Med. Chem., 2003, 38 (3), 223-232) y que
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posteriormente ha sido puesto a punto en nuestro grupo de investigacion. Dicho método
permite predecir la permeabilidad efectiva a través de membranas artificiales mediante

un proceso de difusién pasiva.

En primer lugar, es preciso validar el método, para lo cual se utilizan 10 compuestos
comerciales cuya capacidad de penetracion en el sistema nervioso central (SNC) es
conocida que se especificaran a continuacién, obteniéndose en este caso una buena
correlacion lineal entre los valores de permeabilidad (Pe) experimentales y los descritos
(FIG. 1). Esta recta de correlacién obtenida siguiendo el patron descrito en la bibliografia
permite establecer los limites para predecir si un compuesto puede atravesar o no la
barrera hematoencefalica. Asi, se considera que un compuesto es permeable a la BHE

(SNC+) si presenta una permeabilidad > 4,48 x 10® cm-s'.

Para el procedimiento, se tomaron entre 3-5 mg de cafeina, desipramina, enoxacino,
hidrocortisona, ofloxacino, piroxicam y testosterona, 12 mg de promazina y 25 mg de
atenolol y verapamilo, y se disolvieron en EtOH (1000 pL). Se tomaron 100 uL de estas
disoluciones y se afadieron EtOH (1400 uL) y tampdn fosfato (PBS) pH = 7,4 (3500 L)
con el fin de alcanzar una concentracion final de EtOH del 30% v/v en disolucion. Por

ultimo, se filtraron las disoluciones.

Por otro lado, se anadié una disolucién de PBS/EtOH (70:30) a cada pocillo de la placa
aceptora (180 pL). La placa donadora fue impregnada con una disolucién de lipido de
cerebro porcino (4 L) disuelto en dodecano (20 mg-mL"). Una vez transcurridos 5 min,
se anadio disolucion de cada compuesto sobre esta placa (180 pL).

De los compuestos evaluados, se tomaron entre 1-2 mg y se disolvieron en EtOH (1500
ML) y tampén fosfato (PBS) pH = 7,4 (3500 pL), se filtraron y se afiadieron a la placa
donadora. Con estas disoluciones, se determinan las longitudes de onda a las cuales
absorben los compuestos y se miden los niveles de absorbancia inicial a estas
longitudes de onda empleando un lector de absorbancia de UV. Cada muestra fue
analizada de dos a cinco longitudes de onda, en tres pocillos y en dos experimentos

independientes.

A continuacion, la placa donadora se depositoé sobre la aceptora formando una especie
de “sandwich” y se dejaron incubar durante 2 h y 30 min a 25 °C. De esta forma, los

compuestos irdn pasando de la placa donadora a la placa aceptora a través del lipido
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de cerebro porcino mediante difusidén pasiva. Transcurrido ese tiempo, se retira
cuidadosamente la placa donadora y se determinan la concentraciéon y absorbancia final
tanto de los compuestos comerciales como de los sintetizados. Los resultados obtenidos
se expresan como la media de las medidas [desviacién estandar (SD)] de los distintos

experimentos realizados y se encuentran recogidos en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de permeabilidad (Pe 10 cm s') en el experimento PAMPA-BHE y
prediccion de la penetracion en el sistema nervioso central (SNC) de los compuestos de

formula (Il) como se describen también en la tabla 1:

Comp. |z | v |corcmsy | PAMPA
2 4-OMe - CO| S | N | 2501 | SNC+-
3 - H CO| S | N | 96£08 | SNC+
4 3-OMe - CO| S | N 24+1 | SNC+-
5 4-| - CO| S | N | 10512 | SNC+
6 4-Cl - CH2| S | N | 251+13 | SNC+
7 3-Cl - CH2[ S | N [106205 | gNC+
8 2-Cl - CH2| S [ N [116x05 | gNC+
9 4-F - CH2[ S | N [102205 | gNC+
10 H - - S | CH | 45+12 | SNC+

Ejemplo 4: Efecto neuroprotector de los inhibidores de CDC7 frente al acido
etacrinico

La linea celular de neuroblastoma humana SH-SY5Y, se cultivé a 37°C con un 5% de
CO2 en medio DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) enriquecido con L-glutamina
(2mM), 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de Penicilina/Estreptomicina y un 10%
de suero fetal bobino. En el estado de semiconfluencia, las células fueron tratadas con
el inhibidor de CDC7 (compuesto 3) a diferentes concentraciones durante 1,30 horas
post-adicidn del agente causante de la fosforilacién de TPD-43; acido etacrinico (20 uM)
(Sigma). A las 24 horas se evaluo la viabilidad celular con MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) siguiendo un procedimiento descrito (Denizot F,

Lang R. J Immunol Methods. 1987; 89:271-7). La figura 2 muestra cédmo las células
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tienen un 40% de mortalidad por el exceso de fosforilacion de TDP-43 (acido etacrinico)
y cémo es revertida esta muerte con la adicion de los estandares de referencia, asi como
con el inhibidor de CDC?7.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula (1)

N
O

(1)
donde:
X se selecciona de entre CHa, CO;
nes1;

Y se selecciona de entre N, CH;

Ar se selecciona de entre los siguientes grupos:
R4 Rs
Rs R,
Rg ; R
|
]
R7 ! RG R7

donde R; a R7 se seleccionan independientemente de entre H, NH», -O(alquilo C.
C4), NH(alquilo C+-C4) 0 halégeno y ------- representa el punto de unién al resto de
la molécula;

odonde nes0;

Y esCH;y

Ar es el siguiente grupo:
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donde R1 a Rs se seleccionan independientemente de entre H, NH», -O(alquilo Cx.
C4), NH(alquilo C+-C4) 0 halégeno y ------- representa el punto de unién al resto de
la molécula;

o cualquiera de sus sales, solvatos o isomeros farmacéuticamente aceptables para
uso en el tratamiento y/o la prevencién de patologias relacionadas con la proteina

TDP-43;

10 con la condicién de que el compuesto de férmula (1) no es el siguiente compuesto:

e N\
e

2. Compuesto para uso segun la reivindicacién 1 donde Ar es el siguiente grupo:

Br

15
3. Compuesto para uso segun la reivindicacién 2 donde n es 1.

4. Compuesto para uso segun la reivindicacién 3 donde X es CO e Y es N.
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10.

11.

12.

Compuesto para uso segun la reivindicacion 3 donde X es CH2e Y es N.
Compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 donde al menos
uno de R1 a Rs es -O(alquilo C1 Cy).

Compuesto para uso segun la reivindicaciéon 6 donde al menos uno de Ry a Rs es -

O-metilo.

Compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 donde al menos

uno de R4 a Rs es halégeno.

Compuesto para uso segun la reivindicacion 1 donde Ar es el siguiente grupo:

Rs I:{1

Ry

Compuesto para uso segun la reivindicacién 9 donde X es CO e Y es N.

Compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 donde Ry a R7

es H.

Compuesto para uso segun la reivindicacion 1 que se selecciona de la siguiente
lista:
* 1-(4-metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona
* 1-(naftalen-2-il)-2-((9H-purin-6-il)tio)- etan-1-ona
* 1-(3-metoxifenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona
*  1-(4-iodofenil)-2-((9H-purin-6-il)tio)-etan-1-ona
*  B6-((4-clorofenetil)tio)-9H-purina
*  B6-((3-clorofenetil)tio)-9H-purina
*  B-((2-clorofenetil)tio)-9H-purina
*  6-((4-fluorofenetil)tio)-9H-purina
*  4-(benciltio)-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
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13. Compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la

enfermedad relacionada con la proteina TDP-43 es una enfermedad neurologica.

14. Compuesto para uso segun la reivindicacién 13, donde la enfermedad relacionada

con la proteina TDP-43 es una enfermedad neurologica que se selecciona de entre

esclerosis lateral amiotréfica, demencia frontotemporal, enfermedad de Alzheimer,

deterioro cognitivo asociado a la edad y encefalopatia traumatica croénica.

15. Compuesto para uso segun la reivindicacién 14, donde la enfermedad relacionada

con la proteina TDP-43 se selecciona de entre esclerosis lateral amiotréfica,

demencia frontotemporal y enfermedad de Alzheimer.

16. Compuesto que se selecciona de entre:

6-((4-Clorofenetil)tio)-9H-purina
6-((3-Clorofenetil)tio)-9H-purina
6-((2-Clorofenetil)tio)-9H-purina
6-((4-Fluorofenetil)tio)-9H-purina
4-(benciltio)-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

17. Composicidn farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 16

junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Compuesto segun la reivindicacién 16 para uso como medicamento.
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