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DESCRIPCION

Derivados heterociclicos de urea y su uso como ligandos de receptores de dopamina Ds.
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos derivados heterociclicos que se unen selectivamente al receptor de dopa-
mina Ds. Por lo general, se cree que los efectos terapéuticos de los agentes antipsicéticos (neurolépticos) disponibles
actualmente se ejercen a través del bloqueo de receptores D,; sin embargo, también se cree que este mecanismo es res-
ponsable de los efectos secundarios extrapiramidales (eps) asociados con muchos agentes neurolépticos indeseables.
Sin intencién de limitarse por la teoria, se ha sugerido que el bloqueo del receptor de dopamina D; puede producir una
actividad antipsicética beneficiosa sin eps significativos. (Véase, por ejemplo, Sokoloff et al, Nature, 1990; 347: 146-
151; y Schwartz et al, Clinical Neuropharmacology, Vol 16, No. 4, 295-314, 1993). Este receptor es muy abundante en
regiones cerebrales asociadas con funciones emocionales y cognitivas. Los compuestos que se unen selectivamente al
receptor de dopamina Dj; son titiles en el tratamiento de ciertos trastornos del sistema nervioso central. Estos trastornos
del sistema nervioso central incluyen las siguientes indicaciones:

1) Psicosis (incluyendo esquizofrenia) - Véase, por ejemplo, Biochem Pharmacol, 1992, 3(4), 659-66; Clin
Neuropharmacol, 1993,16(4), 295-314; Neuropsychopharmacology, 1997, 16(6), 375-84; Am J Psychiatry,
1999,156(4), 610-616; Psychopharmacology (Berl), 1995, 120(1), 67-74,

2) Dependencia y abuso de sustancias - Véase, por ejemplo, Neuroreport, 1997, 8(9-10), 2373-2377; J Phar-
macol Exp Ther, 1996, 278(3), 1128-37; Brain Res Mol Brain Res, 1997, 45(2), 335-9,

3) Trastornos del Estado de Animo (incluyendo manfa, trastornos depresivos y trastornos bipolares) - Véase,
por ejemplo, Clin Neuropharmacol, 1998, 21 (3),176-80; Am J Med Genet, 1998, 81 (2), 192-4; J Clin
Psychiatry, 1995, 56(11), 514-518; J Clin Psychiatry, 1995, 56(9), 423-429; Am J Med Genet, 1995, 60
(3), 234-237; Pharmacopsychiatry, 1999, 32(4), 127-135; J Affect Disord, 1999, 52(1-3), 275-290; Am J
Psychiatry, 1999,156(4), 610-616,

4) trastornos discinéticos (incluyendo enfermedad de parkinson, parkinsonismo, discinesia tardia inducida por
neurolépticos y sindrome de Gilles de la Tourette) - Véase, por ejemplo, Clin Neuropharmacol, 2000, 23
(1), 34-44; Eur J Pharmacol, 1999, 385(1), 39-46,

5) trastornos del suefio (incluyendo narcolepsia) - El agonista de D; pramipexol produce narcolepsia. Un
antagonista de D; seria ttil para revertir este efecto secundario indeseable. Véase Aust Fam Physician,
1999, 28(7), 737; Neurology, 1999, 52(9), 1908-1910,

6) trastornos de ansiedad (incluyendo trastornos obsesivo-compulsivos) - Véase, por ejemplo, Physiol Behav,
1997, 63(1), 137-141; J Clin Psychiatry, 1995, 56(9), 423-429; J Psychiatry Neurosci, 2000, 25(2),185; J
Affect Disord, 1999, 56(2-3), 219-226,

7) nduseas - Se usan antagonistas de dopamina solos y junto con antagonistas de SHT3. Véase, por ejemplo,
Support Care Cancer, 1998, 6(1), 8-12; Support Care Cancer, 2000, 8(3), 233-237; Eur J Anaesthesiol,
1999, 16(5), 304-307,

8) demencia - Véase, por ejemplo, Behav Brain Res, 2000, 109(1), 99-111; Neuroscience, 1999, 89(3), 743-
749,

Los ligandos del receptor de dopamina D; también son utiles para el tratamiento de la disfuncién renal. (Véase el
documento WO 200067847)

Sumario de la invencion

Esta invencion se refiere a una clase de compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos que son
moduladores selectivos de los receptores de dopamina Ds. Los compuestos pueden actuar como agonistas, agonistas
parciales, antagonistas o moduladores alostéricos de receptores de dopamina Ds, y son ttiles para una diversidad de
aplicaciones terapéuticas.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un método para tratar trastornos del sistema nervioso central asociados con
la actividad del receptor de dopamina D; en un paciente que necesite dicho tratamiento, que comprende administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descrito en este documento para aliviar dicho trastorno.
Las afecciones o trastornos del sistema nervioso central que pueden tratarse con estos compuestos incluyen trastornos
psicoticos, dependencia de sustancias, abuso de sustancias, trastornos discinéticos (por ejemplo, enfermedad de Par-
kinson, parkinsonismo, discinesia tardia inducida por neurolépticos, sindrome de Gilles de la Tourette y enfermedad
de Huntington), nduseas, demencia, trastornos de ansiedad, trastornos del suefio, trastornos del ritmo circadiano y
trastornos del estado de dnimo.
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En otro aspecto mds, la presente invencidn se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende una can-
tidad eficaz de un compuesto descrito en este documento con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable,
opcionalmente junto con uno o mds antagonistas de los receptores de dopamina Dy, D,, D,, D5 o SHT.

En otro aspecto mds, la presente invencion se refiere a procesos para la preparacion de la clase de compuestos
descrita en este documento.

También estan dentro del alcance de esta invencién métodos de uso de estos nuevos compuestos como agentes
de obtencién de imdgenes para receptores de dopamina Ds. Se presentan métodos de uso de estos compuestos como
agentes de obtencién de imagenes, asi como intermedios y métodos para obtener los agentes de obtencidn de imédgenes.
Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan compuestos de férmula I.

Un compuesto de férmula (I):

en la que
AesCHoN;
Y es O o NR;
donde R, es
a) hidrégeno;

b) alquilo C;-Cq; o

c)
(CRR)—
Q)
donde
cada Q es independientemente hidrégeno, alquilo C;-Cq, halégeno o trifluorometilo;
cada R, y R; es independientemente hidrégeno o alquilo C,-Cg;
tes061;y
qes0061;
jes0,162;
nesl162;

cuandones 1,ies 06 2;

cuandones 2,1es 0;
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R; es hidrégeno, alquilo C;-C4 o

donde

wesl,263;

XesOoS;

Rys es hidrégeno o

donde

R»; es hidrégeno o alquilo C,-Cg y Ry es hidrégeno, alcoxi C;-Cg, halégeno o alquilo C,-C4 que estd insaturado o

saturado;

ES 2275 853 T3

o O

1, Cm

Rz

-B- es un grupo seleccionado entre (a) - (e):

(a) -(CRyRy)m-

(b)

(c)

(d)

(e)

donde

mes3,4,5066;

R R
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cada R,; y R,, es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C¢ 0 -(CH,),OH donde a es 0,1 6 2;
cada uno de R¢, R7, Ry y Ry es independientemente hidrégeno, halégeno o
alquilo C,-C; con la condicién de que cuando Ry es alquilo C,-C;, Ry no sea alquilo C,-C;;

R es un grupo seleccionado entre (a) - (c):

a)
T,
S
b)
SN (
= T 1
o
c)
SN _(
(U)f_'l—' l |
N
|
W
donde
cada L es independientemente hidrégeno, alquilo C;-Cs, halégeno o trifluorometilo;
cada U es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C4, CHO, halégeno, -(CH,),OH, o -(CH,),Oal-
quilo C;-C¢ donde bes 1 6 2;
cada K es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C¢, CHO, hal6geno,
-(CH,),OH, o -(CH,),Oalquilo C,-C4 donde b es como se ha definido anteriormente; W es hidrégeno
o
an
\n/N
@) a)g
donde Ry es hidrégeno o alquilo C,-Cg;
cada R,, es independientemente trifluorometilo, trifluorometoxi, alcoxi C;-C¢ o halégeno; y
ges0,162;
pes0,162;
ees0,102;
fes0,1062;
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R, es un grupo seleccionado entre (a) - (t):

(a)
T-——
i
(b)
—ermf 1)
(c)
~ :j(R‘)c
d
(d)
(e)
c
. H,
/\/\Si<°
O \LcH,
CH,

(f) -alquilo C,-Cy,

(g) -(CRy5R6);COsalquilo C,-Cq
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(h)

0

(k)

)
(m)
(n)
(0)
)
(@
(r)

(s)

(t)

-CH,CH,SO,CH;

-CH,CH,0OPh
~(CR19R),CZ;
-CO,Ph

-COCV;

ES 2 275 853 T3
)

S
R (CHy);

~O(_CH,
2
H,C

~(CR,;R ), 0alquilo C,-C,

X
| Y @),
N
O\\ Y
/S
H),
0]
W),
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donde
-T- se selecciona entre (i) o (ii):
() -(CR;R;1)u-
donde

ues0,1062;ycadaR,yy Ry, es independientemente hidrégeno o alquilo C;-Cg;

A

cada M, G, H y J se selecciona independientemente entre:

(ii)

(1) hidrégeno;

(2) halégeno;

(3) alquilo C,-Cg;

(4) alcoxi C,-Cg;

(5) fenoxi;

(6) fenilo;

(7) trifluorometilo;

(8) trifluorometoxi;

(9) -CO,-Ry donde Ry es hidrégeno o alquilo C;-Cg;
(10) -COalquilo C,-Cg;

(11) hidroxi;

(12) -(CH,)-OR,, donde R, es hidrégeno o alquilo C,;-Csg;
(13) -C(CH,)CHs;

(14) -NOy;

(15) -SCHs;

(16) benciloxi; y

(17) -CN;

cada R, y Ry3 es independientemente hidrégeno o alquilo C;-Csg;
ves001;
Ry, es hidrégeno o alquilo C,-Cy;
ces0,162;
des0061;
cada R5s y R4 es independientemente hidrégeno o alquilo C;-Csg;

ses0,1,2,3,465;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275853 T3
oes1062;

cada R; y Rj3 es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C4 0o
CO,alquilo C;-Cy;
res203;
cada Ry y Ry es independientemente hidrégeno o
alquilo C;-C,;
Ry; es hidrégeno o alquilo C,-Cy;
Z es cloro o fldor;
qes0061;
V es cloro o fldor; y
h,k,l,yzson0, 1,263,

La presente invencion se refiere a compuestos o sales farmacéuticamente aceptables de Férmula I como se ha
representado anteriormente en formas racémicas o estereoisoméricamente puras.

Los términos que se usan en este documento tiene los siguientes significados:

a) La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a una sal de adicion de dcidos o a una sal de adicién
de bases que es compatible con el tratamiento de los pacientes para el uso deseado.

La expresion “sal de adicion de dcidos farmacéuticamente aceptable” es cualquier sal de adicién de 4cidos orgdni-
cos 0 inorgdnicos, no toxica, de los compuestos basicos representados por la Férmula I o cualquiera de sus intermedios.
En los 4cidos inorgédnicos ilustrativos que forman sales adecuadas se incluyen 4cido clorhidrico, bromhidrico, sulft-
rico y fosforico, y sales metdlicas 4cidas tales como monohidrégeno-ortofosfato sédico e hidrégeno-sulfato potésico.
En los 4cidos organicos ilustrativos que forman sales adecuadas se incluyen los dcidos mono, di y tricarboxilicos. Son
ilustrativos de dichos acidos, por ejemplo, 4dcido acético, gliclico, lactico, pirdvico, malénico, succinico, glutdrico,
fumarico, malico, tartarico, citrico, ascorbico, maleico, hidroximaleico, benzoico, hidroxibenzoico, fenilacético, cina-
mico, salicilico, 2-fenoxibenzoico, p-toluenosulfénico y dcidos sulfénicos tales como dcido metanosulfénico y dcido
2-hidroxietanosulfénico. Se pueden formar sales de mono o didcido, y dichas sales pueden existir en forma hidratada,
solvatada o sustancialmente anhidra. En general, las sales de adicién de dcidos de estos compuestos son mds solubles
en agua y en diferentes disolventes orgdnicos hidréfilos, y en comparacion con sus formas de base libre, generalmente
muestran puntos de fusién mds altos.

La expresion “sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales de adicion de bases
orgdnicas o inorgdnicas, no téxicas, de los compuestos de Férmula (I) o cualquiera de sus intermedios. Son ejemplos
hidréxidos de metal alcalino o metal alcalinotérreo tales como hidréxidos de sodio, potasio, calcio, magnesio o bario;
amoniaco, y aminas aliféticas, aliciclicas o arométicas tales como metilamina, trimetilamina y picolina. El experto en
la técnica conocerd los criterios de seleccidn para la sal adecuada.

b) El término “estereoisémeros” es un término general para todos los isémeros de las moléculas individuales que
difieren Unicamente en la orientacion de sus dtomos en el espacio. Se incluyen los isomeros de imdgenes especulares
(enantiémeros), geométricos (cis/trans), e isémeros de compuestos con mds de un centro quiral que no son imagenes
especulares entre si (diastereoisomeros).

c¢) El término “alquilo” se refiere a un grupo alquilo o alquileno de cadena lineal o ramificada, segiin sea apropiado
para la férmula, especificado por la cantidad de carbonos en el alquilo, por ejemplo, alquilo C,-Cg se refiere a alquilo
o alquileno de cadena lineal o ramificada, de uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis carbonos, como puede ser el caso, o
cualquier intervalo del mismo, por ejemplo, pero sin limitacién, C1-2, C1-3, C1-4, C1-5, C2-3, C2-4, C2-5, C2-C6,
C3-C4, C3-5, C3-6, C4-5, C4-6, C5-6, etc.

d) La expresion “paciente” se refiere a un animal de sangre caliente, tal como, por ejemplo, rata, ratén, perros,
gatos, cobayas y primates tales como seres humanos.

e) El término “tratar” o “para tratar” se refiere a aliviar los sintomas, eliminar la causa de los sintomas en una base
temporal o permanente, o prevenir o retardar la aparicién de los sintomas del trastorno o afeccién indicados.
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f) La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad del compuesto que es eficaz para tratar
el trastorno o afeccién indicados.

g) El “vehiculo farmacéuticamente aceptable” es un disolvente, dispersante, excipiente, adyuvante u otro material
no téxico que se mezcla con el ingrediente activo para permitir la formacién de una composicién farmacéutica, es
decir, una forma de dosificacién capaz de administracién al paciente. Un ejemplo de dicho vehiculo es un aceite
farmacéuticamente aceptable que se utiliza de forma tipica para la administracién parenteral.

h) “Psicosis” o “trastornos psicéticos” significa afecciones en las que el paciente experimenta un trastorno mental
grave de origen orgdnico y/o emocional caracterizado por una alteracién de la personalidad y pérdida de contacto
con la realidad, a menudo con delirios, alucinaciones o ilusiones. En el término psicosis se incluyen la esquizofrenia,
trastorno esquizofreniforme, trastorno esquizoafectivo, trastorno delirante, trastorno psicético leve, trastorno psicético
compartido, trastorno psicético no especificado de otra forma y trastorno psicético inducido por sustancias, como se
define por el Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales, 4* ed., publicado en 1994 por la Asociacién
Psiquidtrica Americana, Washington D.C. USA, incorporado en este documento como referencia.

i) “Dependencia de sustancias” significa una afeccion en la que el paciente presenta un patrén anormal de uso
de sustancias, que produce un deterioro o malestar clinicamente significativo. Hay un patrén de autoadministracién
repetida que normalmente produce tolerancia, adiccion y una toma de drogas compulsiva.

j) “Abuso de sustancias” significa una afeccién en la que el paciente presenta un patrén anormal de uso de sus-
tancias que se manifiesta por consecuencias adversas recurrentes y significativas relacionadas con el uso repetido de
sustancias. Puede haber una incapacidad repetida de cumplir las obligaciones diarias, uso repetido en situaciones en
las que es fisicamente peligroso, multiples problemas legales y problemas sociales e interpersonales recurrentes. A
diferencia de los criterios para la dependencia de sustancias, los criterios para el abuso de sustancias no incluyen to-
lerancia, adiccién o un patrén de uso compulsivo y en su lugar sélo incluyen las consecuencias perjudiciales del uso
repetido.

k) “Enfermedad de Parkinson” significa una afeccién neurolégica que progresa lentamente, caracterizada por tem-
blores, rigidez, bradicinesia e inestabilidad postural. Otras manifestaciones incluyen depresién y demencia.

1) “Parkinsonismo” significa una afeccidn en la que el paciente presenta signos o sintomas parkinsonianos (es decir
temblor, rigidez muscular o acinesia) que se desarrolla en asociacién con el uso de medicacién neuroléptica.

m) “Discinesia tardia inducida por neurolépticos” significa un trastorno caracterizado por movimientos involunta-
rios de la lengua, mandibula, tronco o extremidades que se ha desarrollado en asociacién con el uso de medicacién
neuroléptica. Los movimientos involuntarios pueden ser coreiformes, atetoides o ritmicos.

n) “Sindrome de Gilles de la Tourette” significa una afeccidon que se manifiesta por tics motores y vocales. (Un tic
es una vocalizacién o movimiento estereotipado, repentino, rapido, recurrente, no ritmico.) La alteracién produce una
notable molestia o un deterioro significativo en el aspecto social, ocupacional u otras dreas funcionales importantes.
Aparece antes de los dieciocho afios y la alteracién no se debe a efectos fisiolégicos de una sustancia ni a un trastorno
general.

0) “Demencia” significa trastornos caracterizados por el desarrollo de multiples déficits cognitivos que incluyen el
deterioro de la memoria y se deben a los efectos fisiolgicos directos de un trastorno general, a los efectos persistentes
de una sustancia o a multiples etiologias (por ejemplo, los efectos combinados de la enfermedad cerebrovascular
y la enfermedad de Alzheimer). Para diagnosticar la demencia es necesario el deterioro de la memoria, que es un
sintoma prematuro prominente. Los trastornos de demencia comparten una presentacion de sintomas comunes, pero
se diferencian basdndose en la etiologia. Véanse los criterios de diagnéstico en el Manual Diagnéstico y Estadistico
de Trastornos Mentales, 4* ed., Asociacion Psiquidtrica Americana.

p) “Trastornos de ansiedad” significa trastornos que incluyen trastorno afectivo estacional, trastorno de panico
sin agorafobia, trastorno de pédnico con agorafobia, agorafobia sin historia de trastorno de pénico, fobia especifica,
fobia social, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de estrés postraumatico, trastorno de estrés agudo, trastorno de
ansiedad generalizada, trastorno de ansiedad debido a una enfermedad médica general, trastorno de ansiedad inducida
por sustancias y trastorno de ansiedad no especificado de otra forma, como se define en el Manual Diagndstico y
Estadistico de Trastornos Mentales, 4* ed.

q) “Trastornos del suefio” significa trastornos que incluyen trastornos primarios del suefio, trastorno del suefio rela-
cionado con otro trastorno mental, trastorno del suefio debido a una enfermedad médica general y trastorno del suefio
inducido por sustancias como se define en la Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales, 4* ed. Los
trastornos primarios del suefio son aquellos que no se deben a ninguna de las etiologfas indicadas posteriormente (es
decir, oro trastorno mental, una enfermedad médica general o una sustancia). Se supone que los trastornos primarios
del suefio se producen por anomalias endégenas en los mecanismos de generacidn o temporizacion del suefio-vigilia,
que a menudo se complican por factores de acondicionamiento. Los trastornos primarios del suefio a su vez se subdi-
viden en disomnias (caracterizadas por anomalias en la cantidad, calidad o temporizacion del suefio) y parasomnias
(caracterizadas por un comportamiento anormal o sucesos fisiolégicos que se producen en asociacién con el suefio,
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con fases especificas del suefio o con transiciones entre suefio y vigilia). Un ejemplo representativo de un trastorno pri-
mario del suefio es la narcolepsia. La narcolepsia se caracteriza por ataques irresistibles repetidos de suefio reparador,
cataplejia e intrusiones recurrentes de elementos de suefio con movimiento rapido de los ojos (REM) en el periodo de
transicion entre suefio y vigilia.

r) Los “trastornos del estado de dnimo” son trastornos que tienen una alteracion en el estado de dnimo como
caracteristica predominante. Como se define en el Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales, 4* ed., los
trastornos del estado de 4nimo se dividen en los trastornos depresivos (“depresion unipolar”), los trastornos bipolares
y dos trastornos basados en la etiologia - trastorno del estado de 4nimo debido a una enfermedad médica general y
trastorno del estado de dnimo inducido por sustancias. Los trastornos depresivos (es decir, trastorno depresivo mayor,
trastorno distimico y trastorno depresivo no especificado de otra forma) se distinguen de los trastornos bipolares por
el hecho de que no hay ninguna historia de que se haya producido un episodio maniaco, mixto o hipomaniaco. Los
trastornos bipolares (es decir, el trastorno bipolar I, el trastorno bipolar II, el trastorno ciclotimico y el trastorno bipolar
no especificado de otra forma) implican la presencia (o historia) de episodios maniacos, episodios mixtos o episodios
hipomaniacos, normalmente acompafiados por la presencia (o historia) de episodios depresivos mayores.

s) “Trastorno del ritmo circadiano” significa un patrén persistente o recurrente de interrupcién del suefio que
conduce a una excesiva somnolencia o insomnio que se debe a un desacoplamiento entre el programa de suefio-
vigilia requerido por el entorno de una persona y su patrén circadiano de suefo-vigilia. Las alteraciones del suefio
producen molestias clinicamente significativas o deterioro en el aspecto social, ocupacional u otras dreas funcionales
importantes. La alteracién no se produce exclusivamente durante el transcurso de otro trastorno del suefio u otro
trastorno mental. La alteracién no se debe a los efectos fisiolgicos directos de una sustancia (por ejemplo, una droga,
una medicacién) o a una enfermedad médica general.

Los compuestos preferidos son aquellos en los que X es O, Y es NH y -B- es un grupo (a) o un grupo (b). Cuando B
es un grupo (a), se prefiere adicionalmente que m sea 4, cuando -B- es un grupo (b), entonces se prefiere adicionalmente
que R¢, R;, Rg 0 Ry sea hidrégeno. Se prefiere que R, sea un grupo (a) o un grupo (c). Cuando R, es un grupo (a), se
prefiere adicionalmente que M sea hidrégeno, alquilo C,-Cg, alcoxi C,-Cs 0 fenilo y se prefiere adicionalmente que T
sea (i) donde u es 0 6 1, Cuando R, es un grupo (c), se prefiere adicionalmente que d sea 1 y se prefiere adicionalmente
que Ry, sea alquilo C,-Cs.

Las realizaciones especificas de la invencién incluyen los compuestos indicados en la Tabla III.

Las realizaciones preferidas de la invencion son los compuestos de Férmula I indicados en la Tabla III que muestran
potencia de D3 mejorada. Los compuestos particularmente preferidos incluyen los siguientes:

1-(4-Metoxi-fenil)-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-butil } -urea
1-p-Tolil-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-butil }-urea
1-{4-[4-(2,6-Difluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-butil }-3-p-tolil-urea
1-{4-[4-(2-Cloro-6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-butil } -3-(4-cloro-fenil )-urea
1-(4-Acetil-fenil)-3-[4-(4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidin- 1 -il)-butil]-urea
1-(4-Etoxi-fenil)-3-[4-(4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidin-1-il)-butil]-urea
1-(4-Etoxi-fenil)-3-{4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[ 1,4]diazepan-1-il]-butil } -urea
1-{4-[4-(6-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan- 1-il]-butil }-3-(2-fluoro-fenil)-urea
1-{4-[4-(6-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan-1-il]-butil }-3-(3-trifluorometilfenil)-urea
1-{4-[4-(6-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan- 1-il]-butil }-3-(4-metoxi-fenil)-urea.

1-(3-Imidazol-1-il-propil)-3-{ (1R,2R)-2-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin- 1 -ilmetil]-ciclopro-
pilmetil }-urea (MDL 833306)

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse por varios métodos. Los esquemas I a VI muestran las
rutas diferentes para preparar los compuestos de Férmula I.

Los compuestos de férmula (I) de esta invencién pueden sintetizarse siguiendo o combinando una o mds de las
etapas que se describen a continuacién, no necesariamente en el orden en el que se presentan. A lo largo de la descrip-
cion de las etapas sintéticas, las definiciones de R, R,, R, n, j, i, X, Y, B y A son como se han dado anteriormente a
menos que se establezca o indique otra cosa, y otras nomenclaturas que aparecen a continuacion tendran los mismos
significados que en sus primeras apariciones respectivas a menos que se establezca o indique otra cosa.
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Los compuestos de formula I en la que Y es N pueden prepararse de acuerdo con un proceso que comprende hacer
reaccionar un compuesto de férmula (II):

(Ry),

R—A ¢, N—B—NH,
n

(i

en la que R;, R, n, i, B, j, Ay R son como se han definido en la férmula I; con un compuesto de férmula (I1I):

X=C=N-R, (110

en la que R, es como se ha definido en la férmula I;

Tipicamente, esta reaccion se realiza en un disolvente organico tal como, por ejemplo, cloroformo o tetrahidro-
furano a una temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 25°C durante de aproximadamente 6 a 18
horas.

Los compuestos de formula I en la que Y es O pueden prepararse de acuerdo con un proceso que comprende hacer
reaccionar un compuesto de férmula (II) con un compuesto de férmula (IV) en la que “LG” es un grupo saliente

adecuado seleccionado entre bromo, cloro, yodo o -OR; en el caso en el que la férmula (IV) esté disponible como un
anhidrido:

LG" O—R,

(v .

en la que R, es como se ha definido en la férmula I;
Tipicamente, esta reaccién se realiza en un disolvente orgédnico tal como, por ejemplo, cloroformo o tetrahidrofu-
rano en presencia de una base débil tal como, por ejemplo, amberlyte-IRA-67 o trietilamina. La reaccidn se realiza

tipicamente a una temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 25°C durante de aproximadamente 6 a
18 horas.

Como alternativa, los compuestos de férmula I pueden prepararse de acuerdo con un proceso que comprende hacer
reaccionar un compuesto de férmula (V)

(Rd),

R—A & —H
0

V)

enlaqueR, A, n, i, R; yj son como se han definido anteriormente en este documento;
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con un compuesto de férmula (VI) en la que R,, B e Y son como se han definido anteriormente en este documento
y “LG” es un grupo saliente seleccionado entre cloro, bromo, yodo, mesilo, tosilo, brosilo, triflilo, nosilo, nonaflilo o
tresilo:

_B R
LG~ N 2
H

vy

Tipicamente, esta reaccion se realiza en un disolvente miscible en agua tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano
o acetonitrilo, en presencia de agua y una base tal como, por ejemplo, carbonato potasico, carbonato de cesio o
trietilamina, a una temperatura de aproximadamente 50°C a aproximadamente 75°C durante de aproximadamente 12
a 24 horas.

El compuesto de férmula (II) puede prepararse por métodos sintéticos bien conocidos en la técnica. Los materiales
de partida estan disponibles en el mercado o se sintetizan facilmente por métodos conocidos a partir de la bibliografia.
Por ejemplo, el esquema I describe el acoplamiento de un benzotiofeno amino-sustituido con una piperazina sustituida
disponible en el mercado. La sintesis es andloga para los andlogos de piperazina sin sustituir. El nitrégeno de la
piperazina que estd menos impedido estéricamente es mds reactivo y claramente da un producto individual en el
acoplamiento de benzo[b]tiofeno. El nitr6geno mas impedido estéricamente puede alquilarse después con el agente de
alquilacién apropiado.

Esquema I
TsOH, NMP
N F \[ j/ fsis0C F \/k
s H
S
Bra_~_-CN F \/(\/\CN
et
K.CO,4 s }
CHLCN
. A~ ANH
iAIH
LiAl 4 N\/k
THF |

Los compuestos sustituidos con piperidina pueden prepararse por sintesis andlogas a las que se muestran en los
siguientes esquemas de reaccién Il y II1.
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Esquema II

3) TBAF, THF

(e}
1) TBS-CY, Im, THF
ggaochg DMAP, ELN, CH,Cl, &O‘K
HO S MsCUELA, cHe,

"mesilato”

o}’(}('

1) By, THF, -78.5C
Y ) CuBrsMes, -78°C N TFA_
3) “mesilato”, de -78°C a ta

N

Esquema II1

X moi

“"mesilato”

Br

N\ 1 BUU 78 °C
2)CuBrSMa,.-78°C

S 3) “mesilato”, de -78°C a ta

La preparacién de diversos aza- y diazacicloheptanos sustituidos se describe por Treiber ef al. en el documento

WO 9725324.

Iv.

Los compuestos de formula I en 1a que B contiene un carbociclo pueden prepararse como se muestra en el Esquema
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Esquema IV
O
~ ~
HO (0] o)
ho. PO —= o O, ~ o Mo
o o o
BH,Me,S
THF
~ ) ~ ~
CHy " Meo CHYe — Ho (CH)y
N’
MsCl
HO CHy, T MO (CHz)a a/}cnz)
N’ N’
1oy
H H (CHp) o RZNCO (CH,)y,
N
| OCCI

O
/;D Hy)g

R, es como se ha definido anteriormente en este documento;

donde

aes1,2,364;yN’-es

(Ra);

R_A@‘

donde R, A, R;, j, iy n son como se han definido anteriormente en este documento.
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Muchos de los dicarboxilatos o intermedios mds avanzados que se describen genéricamente en el Esquema IV
estdn disponibles en el mercado. Varios de ellos se muestran en la Tabla 1, Esta tabla se usa con fines ilustrativos y no
pretende limitar el alcance de la presente invencién de ningtin modo.
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TABLA 1

Materiales de Partida

Estructura Nombre N° CAS  Proveedor
cis-1,2-Ciclopropanodicarboxilato de
~ o~ S 826-34-6 Acros
O dimetilo
‘ﬁ\ trans-1,2-Ciclopropanodicarboxilato de
~ g7 o 826-35-7 Acros
o dimetilo
j’ 1-Metil-trans-1,2-
~ P, e . ) ) o 702-92-1 Acros
o o ciclopropanodicarboxilato de dimetilo
| 3-Metil-trans-1,2-
~o ~~o0” , , _ 28363-79-3  Acros
ciclopropanodicarboxilato de dimetilo
Ester dimetilico del 4cido trans-
~o o7 . . . - Syntec
ciclobutano-1,2-dicarboxilico
0O 0
HO .~\‘OH Acido trans-D, L-1,2-ciclopentano-
3 1461-97-8 Aldrich
dicarboxilico
0O O
Acido trans-2-
HO ..\-LO . » Rieke
\ carbometoxiciclopentano-1-carboxilico
Acido trans-1,2- Aldrich
. ) . 2305-32-0
ciclohexanodicarboxilico Acros
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Estructura Nombre N° CAS Proveedor

00
HO %“0 Acido trans-2-carbometoxiciclohexano- _
SN\ _ Rieke
1-carboxilico

o Q

HO OH
Acido cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico  610-09-3 Acros

o Q

HO Q_  Acido cis-2-carbometoxiciclohexano-1- .
\ . Rieke
carboxilico

Cuando no estd disponible en el mercado, el material de partida apropiado puede obtenerse por métodos sintéticos
convencionales.

Cuando un compuesto de féormula (I) se obtiene como una mezcla de enantiémeros, ésta puede separarse por mé-
todos convencionales tales como cristalizacidn en presencia de un agente de resolucion, o cromatografia, por ejemplo
usando una columna de HPLC quiral.

Se ha descubierto que los compuestos de férmula (I) muestran afinidad por los receptores de dopamina, en particu-
lar receptores Ds, y se espera que sean titiles en el tratamiento de estados de enfermedad que requieren modulacién de
dichos receptores, tales como afecciones psicéticas. Los compuestos preferidos de la presente invencion son los que
tienen mayor afinidad por los receptores D; de dopamina que por los receptores D, de dopamina.

Un reto importante en la investigacién antipsicética es producir agentes con pocos efectos secundarios. La hipoten-
sidn ortostatica es un efecto secundario comin de los antipsicéticos que estd asociada con la alta potencia que tienen
estos agentes en el receptor alfa-1 adrenérgico (denominado en lo sucesivo “@-17). Un objetivo importante de este
trabajo fue encontrar agentes con una potencia reducida en a-1.

Los 6-trifluorometil benzo[b]tiofenos descritos en este documento tienen una ventaja clara y algo sorprendente con
respecto a los 6-fluoro benzo[b[tiofenos. Los 6-fluoro benzo[b]tiofenos son claramente mas potentes en el receptor
alfa-1 adrenérgico que los 6-trifluorometil benzo[b]tiofenos. Esto se demuestra comparando parejas de andlogos que
solo difieren en la sustitucion en la posicién 6 del benzo[b]tiofeno (véase la Tabla II). En todos los casos, el 6-fluoro
benzo[b]tiofeno es mds potente que el correspondiente andlogo 6-trifluorometilo. En algunos casos, esta pequefia
diferencia estructural en la sustitucion en la posicién 6 produce un cambio espectacular en la potencia en a-1. Hay
varios ejemplos en los que algunos andlogos 6-fluoro presentaron potencia nanomolar, mientras que el andlogo 6-
trifluorometilo correspondiente presentaba potencia micromolar.
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' NUM MDL ESTRUCTURA MOLECULAR halfa 1Ki | halfa 1% |
| (nM)

814949 . ON/\/\/ . 18,2

/ a/©/ N

! S

' 816000 o 234

| - O @

i S

| 814933 - M 1.8

j

| 815994 P 1220 |11,9%Inha 1
g\/\/ ¥ HM
He

| 814937 532

e F

i (0]

J N

i

i
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| NUM MDL ESTRUCTURA MOLECULAR halfa 1Ki | halfa 1% |
1

| (M)

| 815995 0 42,4% Inh a
; 10 uM
| :ﬁ/@-j

i )

1

L 814941 13,5
BRIV,

| Hy

E

| 815997 0 936 | 23,5%Inha 1
1 g\/\/"\r

WM

|

{

' 814952 8

i 8 F\QD/U\/\/BYQ 44,

] N

| > A

|

F

!

| 816002 Y 435 |30,2%Inha1
: O N uM

| 5r©:jr

g s

;

| F

| 813581 15
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| NUM MDL ESTRUCTURA MOLECULAR halfa 1Ki | halfa1%1 |
|
s (nM)
|
. 816005 O/\/\,N\(o 56,8
? F

F s
| 814932 22
O
: N

. Y@r

CHy
. 815993 0 74,9
. F,
’ S
i u,c[’ ‘50
' 814945 4,5
| RONSASes
| / N
B AdNe;
}
|
| 816001 N\ro 83,6
f
@ F
‘ S
i
!
| 814953 3,5

‘QTO“EJT
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| NUM MDL ESTRUCTURA MOLECULAR halfa 1Ki | halfa 1%
| (nM)

| 816003 0 56,7

i F

|

g

Son compuestos especialmente preferidos de la presente invencidn los que tienen una baja susceptibilidad de
unirse al receptor @-1 y que al mismo tiempo tienen una mayor afinidad por los receptores de dopamina D3 que por
los receptores D,.

La afinidad por el receptor puede medirse usando una metodologia convencional tal como la descrita mas adelante.
Unidn de [N-Metil-*H Jespiroperidol a receptores de dopamina D; humanos clonados
Propasito

Este ensayo mide la actividad in vitro de compuestos sobre receptores de dopamina (D;) humanos clonados y
predice las propiedades de bloqueo directo de dopamina de supuestos agentes neuropsiquidtricos en receptores de
dopamina D; humanos.

Métodos
A. Clonacion

Se aisl6 el gen D; a partir de una biblioteca de ADNCc estriatal humano (Stratagene). El gen se secuencid y se
subclond en el vector de expresion RC/RSV (Invitrogen). Se transfectaron de manera estable células CHO (ovario de
hamster chino) con 10 ug del pldsmido D;/RSV usando el método DOTAP de Boehringer Mannheim y se aislaron 72
clones que eran resistentes a G418. Usando ARNm y los datos de desplazamiento de unién se identific6 un solo clon
de alta expresion. Este clon después se cultivo en lotes grandes para desarrollar un ensayo en formato de 96 pocillos.

B. Cultivo celular

1. Una placa (10 cm) con aproximadamente 2-3 millones de células D; por placa se incuba con 1 ml de Trip-
sina-EDTA a temperatura ambiente durante ~2 min o hasta que las células se han despegado de las placas.
Se afladen cuatro ml de medio F12 de Ham + Suero Bovino Fetal al 10% + Penicilina al 1%/Estreptomicina
+ G418 (400 pg/ml) para resuspender las células y se afiade 1 ml de esto a cada placa grande (15 cm) que
contiene 19 ml del mismo medio que se ha mencionado anteriormente.

2. Las 5 placas grandes se incuban a 37°C + 5% de CO, durante - 3 dias o hasta que las células son confluentes.

3. Después de que estas placas sean confluentes, se dividen en 10 placas grandes. El medio se retira por
aspiracion, se afladen 2 ml de Tripsina-EDTA a cada placa y las placas se incuban a TA durante 2 min o
hasta que las células se hayan despegado de la placa. Se afiaden 8 ml de medio F12 (el mismo medio del
punto 1 anterior) a cada placa (10 ml en total) para resuspender las células y se transfieren 5 ml a las 2
nuevas placas que contienen 15 ml del medio F12.

4. Las 10 placas grandes se incuban a 37°C + 5% de CO, durante - 2 dias o hasta que las células son confluen-
tes.

5. Las 10 placas grandes se dividen en 60 placas grandes (usando Tripsina-EDTA como en el punto 3 con la
excepcion de que se afladen 4 ml de medio F12 a las células resuspendidas y se ponen alicuotas de 1 ml en
6 placas nuevas que contienen 19 ml de medio F12 cada una).

6. Las placas se incuban a 37°C + 5% de CO, durante - 3 dias o hasta que las células son confluentes.
7. Las 60 placas grandes después se dividen en 60 frascos cilindricos (100-150 millones de células/frasco). El
medio se aspira, se afladen 2 ml de Tripsina-EDTA a cada placa y se incuban a TA durante -2 minutos o

hasta que las células se despegan de las placas. Se afiaden 8 ml de medio F12 a cada placa para resuspender
las células y se aiaden los 10 ml a 1 frasco cilindrico que contiene 90 ml del medio F12.
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8. Los 60 frascos cilindricos se ponen inmediatamente sobre sus lados y se transfieren al incubador de frascos
cilindricos. Se incuban a 37°C + 5% de CO, durante - 3-5 dfas. Las células se centrifugan al 30-40% de la
velocidad del motor en el incubador Forma.

9. El medio se vierte y las células se lavan 2 veces en PBS.

10. Las células se retiran por raspado en 20 ml de PBS y los frascos se aclaran de nuevo con 5 ml de PBS
para retirar cualquier célula que quede. Las células se almacenan en hielo antes de la preparacién de las
membranas.

11. El rendimiento para 60 frascos cilindricos de D; ha variado desde - 260-500 mg.

Nota: Todos los reactivos de cultivo de tejidos proceden de Gibco-BRL.

C. Preparacion de membrana

Las células se recogen en tubos de centrifuga de 250 ml con 100 voliimenes de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) fria y se centrifugan (1200xG durante 10 min a 4°C). El medio se retira y se afladen 100 ml de PBS a
cada tubo de centrifuga, las células se resuspenden y se centrifugan de nuevo. El PBS se retira y el sedimento final se
homogeneiza en un volumen apropiado de DMSO al 10% con un polytron en hielo a potencia media.

D. Ensayo de proteinas de Lowry

Se afiade una muestra de homogeneizado de membrana de 200 ul a 200 ul de SDS al 1%, se somete a agitacién
vorticial y se deja en reposo durante 5 min. Se ensayan alicuotas (25, 50 y 100 ul) de esta mezcla por duplicado
siguiendo el protocolo de ensayo de proteinas Bio-Rad DC convencional (kit con nimero de catdlogo 500-0112) y
usando el reactivo S. Las lecturas de absorbancia se realizan a 750 nm (nota: las lecturas de DO de proteina mas
precisas estan entre 0,1-0,5 unidades). La concentraciéon de proteina se calcula usando una curva patrén generada
simultdneamente con albimina de suero bovino como patrén.

E. Condiciones de almacenamiento/congelacion

Después de la determinacién de la concentracién de proteinas y del andlisis de Scatchard, la proteina se diluye
en agua destilada con 10% de DMSO hasta el volumen apropiado basdndose en los niveles de expresién (Bmax).
Después se recogen alicuotas de la proteina concentrada en tubos Eppendorf de 1,5 ml de tapa roscada y se ponen en
un congelador a -80°C.

F. Reactivos del Ensayo de Union

1. Tampén tris 0,5 M, pH 7.7

a) 44,4 g de Tris HCI
26,5 g de Base Tris
c.s. hasta 1 litro (tampén Tris 0,5 M, pH 7,7 a 37°C)

b) realizar una dilucién 1:10 en H,O destilada (tamp6n Tris 0,05 M, pH 7,7)

2. Sales fisioldgicas que contiene el tampdn Tris

a) Tampodn de reserva

NaCl 7014 g
KCl 0372 ¢
CaCl, 0222 ¢
MgCl, 0,204 g

c.s. hasta 100 ml con tampén Tris 0,5 M

b) Diluir 1:10 en H,O destilada

Esto produce Tris HC1 0,05 M, pH 7,7, que contiene NaCl (120 mM), KC1 (5 mM), CaCl, (2 mM) y MgCl, (1
mM)
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Opcional: se afiade dcido ascérbico al 0,1% y se comprueba el pH (en ensayos con compuestos que se pueden
oxidar).

3. a) solucién madre de polietilenimina al 1,0% en Tris 0,5 M (reactivo 1,a)
b) Diluir 1:10 en H,O destilada
4. El [N-metil-*H]-espiroperidol (60-90 Ci/mmol) se obtiene en New Engly Nuclear; n° de catdlogo NET-856.

Para las determinaciones de K;: [PH]NMSP se lleva hasta una concentracién de 2,7 nM en tamp6n 2b, de tal manera
que cuando se afiaden 150 ul a cada tubo, se consigue una concentracion final de 0,4 nM en el ensayo de 1 ml. Se
toman muestras de CPM total afiadido para cada experimento para calcular la concentracién total de ligando.

5. S(-)-Eticlopride se obtiene en Research Biochemicals International (RBI, nimero de catdlogo E-101). Se realiza
una solucién madre refrigerada (adecuada durante un periodo de hasta un mes) de S(-)-eticlopride a una concentracién
30 uM en tampdn 2b. Se afiaden cien microlitros a 3 pocillos para la determinacién de la unién no especifica (esto
produce una concentracién final de 3 M en el ensayo de 1 ml).

6. Compuestos de ensayo

Para la mayoria de los ensayos, se realiza una solucién madre 100 uM del compuesto de ensayo en un disolvente
adecuado (normalmente <0,1% de acido acético) y se diluye en serie con tampdn 2b, de tal manera que cuando se
combinan 100 ul de formaco con el ensayo total de 1 ml, se consiguen concentraciones finales que varfan de 1075-
10~ M. De manera caracteristica, se estudian ocho concentraciones para cada ensayo; sin embargo, pueden usarse
concentraciones mayores o menores, dependiendo de la potencia del farmaco.

G. Ensayo de union
750 pl de tejido
150 ul de PHINMSP

100 wl de vehiculo (para la unién total) o (-)eticlopride 30 M (para la unién no especifica) o la concentracién de
farmaco apropiada.

Los Packard Unifilters GF/B de 96 pocillos se incuban durante >1 h a 25°C en polietilamina al 0,1% (de 3,b). El
tejido frio se afiade en dltimo lugar, se mezcla en un agitador orbital durante unos pocos segundos y la mezcla después
se incuba a 37°C durante 30 min en un bafio de agua en agitacion. El ensayo se para por filtracion rdpida a través de
las placas Unifilter de Packard. Después, las membranas de filtro se lavan con 15 ml de tamp6n Tris 0,05 M enfriado
con hielo. Los filtros después se secan (015 min bajo una lampara térmica o se incuban durante 15 min en una estufa
a 60°C) y se aplica un precinto inferior. Después se afiaden 40 ul de céctel de centelleo Packard Microscint 20 y se
aplica un precinto superior permanente (Tipo P) y se sella con calor. Después, las placas se agitan en un agitador
orbital durante 1 h y se ponen en el aparato Topcount de Packard y se hace el recuento durante al menos 5 minutos
para cada punto.

La unidn especifica se define como la diferencia entre la unién total y la unién en presencia de S-(-)-eticlopride 3
#M. La unién total es aproximadamente 10% del ligando total afiadido. Las determinaciones de Cheng-Prusoff (K;)
se llevan a cabo usando el software de Prism, usando un andlisis de curva de competicién de un sitio, donde las partes
superior e inferior de la regresién no lineal se mantienen constantes a un porcentaje de inhibicién de 0% y 100%. El
porcentaje de inhibicién con cada concentracién de farmaco es la media de las determinaciones por duplicado.

Unidn de [N-Metil->H Jespiroperidol a receptores de dopamina D, largo humanos clonados

Proposito

Este ensayo mide la actividad en vitro de farmacos en receptores de dopamina D, largo (D,L) humanos clonados,
y predice las propiedades directas de desplazamiento de la dopamina de agentes neuropsiquidtricos, cardiovasculares
y renales en los receptores de dopamina D, humanos.

Meétodos

A. Clonacion

El gen de D,L se aisl6 de una biblioteca de ADNc del estriado humano (caudado/putamen). El gen se secuencid y
se subclono en el vector de expresion pPRC/RSV (Invitrogen). Se transfectaron células CHO (Ovario de hdmster chino)
establemente y se aislaron 72 clones que eran resistentes a la geneticina (G418). Usando el ARNm y los datos de
union, se identific una sola linea celular de alta expresion (#44). Esta linea celular después se cultivo en cultivo en

suspension para desarrollar un ensayo en formato de 96 pocillos.
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B. Condiciones de Cultivo de Células
1. Medio para cultivos de CHO adherentes:

F12 de Ham + suero bovino fetal (FBS) al 10% + 400 ug/ml de geneticina
(G418) + 10 ml/1 de penicilina-estreptomicina (pen-estrep)

2. Las células se transfieren al cultivo en suspension cuando estdn disponibles al menos 1,5 millones de células
(esto da 300,000 células/ml en un matraz centrifugador de 50 ml; esta es la densidad de la suspensién ideal). Las
células se retiran de los matraces con tripsina, se centrifugan (1000xG) y se resuspenden en medio limpio:

CHO-SFM 1II al 50% + F12 de Ham al 50% con FBS al 10% (conc. final de FBS 5%)
+ 400 pg/ml de G418 + pen-estrep (10 ml/l)

3. Después de la transferencia al cultivo en suspension, se controla el crecimiento y la viabilidad celular se eva-
Ida usando exclusién con azul de Trypan. Se registran los recuentos de células totales y viables en 5 sectores del
hemocitémetro. Cuando la densidad de células viables alcanza 600,000 células/ml, se duplica el volumen.

4. Después de 1 semana de crecimiento en medio 50/50, las células se centrifugan y se transfieren a un nuevo
matraz centrifugador y se vuelve a poner CHO-SFM 1II al 75%/F12 de Ham al 25%+ FBS al 10% mas la penicili-
na-estreptomicina y G418. Después, cada 3 dias el medio se sustituye por medio nuevo que contiene una cantidad
decreciente de FBS, como sigue:

ml de CHO SFM: ml de F12 de Ham conc final de FBS,%

87,50: 12,5 1,25
93,75: 6,25 0,625
99,00: 1,00 0,1

5. El medio de cultivo de mantenimiento final se prepara como sigue:
Una mezcla madre de 10 ml de pen-estrep, 0,5 ml de G418 a 400 mg/ml (principio activo; concentracién final: 200

mg/ml) y 1 ml de FBS se mezcla, se filtra y se refrigera. Se afiade un volumen (11,5 ml) de esta mezcla a un frasco de
1 litro recién abierto de CHO-SFM II.

C. Preparacion de membrana

Las células se recogen en tubos de centrifuga de 250 ml con 100 volimenes de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) fria y se centrifugan (1200xG durante 10 min a 4°C). El medio se retira y se afiaden 100 ml de PBS a
cada tubo de centrifuga, las células se resuspenden y se centrifugan de nuevo. EI PBS se retira y el sedimento final se
homogeneiza en un volumen apropiado de PBS con un polytron en hielo a potencia media.

D. Ensayo de proteinas de Lowry

Se afiade una muestra de homogeneizado de membrana de 200 ul a 200 ul de SDS al 1%, se somete a agitacién
vorticial y se deja en reposo durante 5 min. Se ensayan alicuotas (25, 50 y 100 ul) de esta mezcla por duplicado
siguiendo el protocolo de ensayo de proteinas Bio-Rad DC convencional (kit con niimero de catdlogo 500-0112) y
usando el reactivo S. Las lecturas de absorbancia se realizan a 750 nm (nota: las lecturas de DO de proteina mas
precisas estan entre 0,1-0,5 unidades). La concentracién de proteina se calcula usando una curva patrén generada
simultdneamente con albimina de suero bovino como patrdn.

E. Condiciones de almacenamiento/congelacion

Después de determinar la concentracion de proteina, la proteina se diluye en agua destilada con DMSO al 10%
hasta el volumen adecuado basado en los niveles de expresion (Bmax). Se ponen alicuotas de la proteina concentrada
en tubos Eppendorf de tapa roscada de 1,5 ml y se ponen en un congelador a -80°C.

F. Reactivos del Ensayo de Union

1. Tamp6n tris 0,5 M, pH 7,7

a) 44,4 g de Tris HC1
26,5 g de Tris Base
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c.s. hasta 1 litro (tampén Tris 0,5 M, pH 7,7 a 37°C)
b) realizar una dilucién 1:10 en H,O destilada (tamp6n Tris 0,05 M, pH 7,7)
2. Sales fisioldgicas que contiene el tampdn Tris

a) Tampodn de reserva

NaCl 7,014 g
KCl 0,372 ¢
CaCl, 0,222 g
MgCl, 0,204 g

c.s. hasta 100 ml con tampén Tris 0,5 M

b) Diluir 1:10 en H,O destilada

Esto produce Tris HC1 0,05 M, pH 7,7, que contiene NaCl (120 mM), KC1 (5 mM), CaCl, (2 mM) y MgCl, (1
mM)

Opcional: se afiade dcido ascérbico al 0,1% y se comprueba el pH (en ensayos con compuestos que se pueden
oxidar).

3. a) solucién madre de polietilenimina al 1,0% en Tris 0,5 M (reactivo 1.a)
b) Diluir 1:10 en H,O destilada
4. El [N-metil-*H]-espiroperidol (60-90 Ci/mmol) se obtiene en New Engly Nuclear; n° de catdlogo NET-856.

Para las determinaciones de K;: PH]NMSP se lleva hasta una concentracién de 2,7 nM en tamp6n 2b, de tal manera
que cuando se afiaden 150 ul a cada tubo, se consigue una concentracién final de 0,4 nM en el ensayo de 1 ml. Se
toman muestras de CPM total afiadido para cada experimento para calcular la concentracién total de ligando.

5. S(-)-Eticlopride se obtiene en Research Biochemicals International (RBI, nimero de catdlogo E-101). Se realiza
una solucién madre refrigerada (adecuada durante un periodo de hasta un mes) de S(-)-eticlopride a una concentracién
30 uM en tamp6n 2b. Se afiaden cien microlitros a 3 pocillos para la determinacién de la unién no especifica (esto
produce una concentracion final de 3 M en el ensayo de 1 ml).

6. Compuestos de ensayo

Para la mayoria de los ensayos, se realiza una solucién madre 100 uM del compuesto de ensayo en un disolvente
adecuado (normalmente <0,1% de 4cido acético) y se diluye en serie con tampdn 2b, de tal manera que cuando se
combinan 100 ul de farmaco con el ensayo total de 1 ml, se consiguen concentraciones finales que varfan de 1075-
10 M. De manera caracteristica, se estudian ocho concentraciones para cada ensayo; sin embargo, pueden usarse
concentraciones mayores o menores, dependiendo de la potencia del formaco.

G. Ensayo de union
750 ul de tejido
150 ul de [FTHINMSP

100 w1 de vehiculo (para la unién total) o (-)eticlopride 30 uM (para la unién no especifica) o la concentracién de
farmaco apropiada.

Los Packard Unifilters GF/B de 96 pocillos se incuban durante >1 h a 25°C en polietilamina al 0,1% (de 3,b). El
tejido frio se afiade en dltimo lugar y se mezcla en un agitador orbital durante unos pocos segundos y después se incuba
a 37°C durante 30 min en un bafio de agua en agitacion. El ensayo se para por filtracion rdpida a través de las placas
Unifilter de Packard . Después, las membranas de filtro se lavan con 15 ml de tampdn Tris 0,05 M enfriado con hielo.
Los filtros después se secan (~15 min bajo una ldmpara térmica o se incuban durante 15 min en una estufa a 60°C)
y se aplica un precinto inferior. Después se afaden 40 ul de céctel de centelleo Packard Microscint 20 y se aplica
un precinto superior permanente (Tipo P) y se sella con calor. Después, las placas se agitan en un agitador orbital
durante 1 h y se ponen en el aparato Topcount de Packard y se hace el recuento durante al menos 5 minutos para cada
punto.
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La unién especifica se define como la diferencia entre la unién total y la unién en presencia de S-(-)-eticlopride
3 uM. La unién total es aproximadamente 10% del ligando total afiadido. Las determinaciones de Cheng-Prusoff
(Kj) se llevan a cabo usando el software de Prism, usando un andlisis de curva de competiciéon de un sitio, donde
los limites superior e inferior de la regresidon no lineal se mantienen constantes a un porcentaje de inhibicion de
0% y 100%. El porcentaje de inhibicién con cada concentracién de farmaco es la media de las determinaciones por
duplicado.

Unidn de [*H Jprazosina a receptores alfa-1A adrenérgicos (a,,) Humanos clonados expresados en células de ovario
de hdmster chino (CHO)

Proposito: Este ensayo in vitro se disefia como una investigacién para identificar compuestos que presentan una
afinidad por el subtipo de adrenoceptor a,, humano expresado en fragmentos de membrana de células CHO. El ensayo
mide la capacidad de los compuestos de ensayo de desplazar [*H] prazosina de sitios a/,.

La identificaciéon de multiples adrenoceptores @, vasculares (@,, @1y, @14) in vitro ha proporcionado impulsos para
definir el papel o papeles de estos subtipos en la regulacion cardiovascular in vivo (Vargas y Gorman, 1995). Los estu-
dios hemodindmicos realizados en rata anestesiada sugieren que los receptores @, vasculares son el subtipo principal
implicado en la regulacién simpadtica de la resistencia periférica y la presion arterial sistémica (Piascik et al., 1989).
Se produjeron pruebas adicionales de una implicacion de receptores «, periféricos en el mantenimiento de la presion
arterial por los descubrimientos de que el antagonista selectivo de @, 5-MU reducia de una manera dependiente de la
dosis la presion arterial en reposo en perros conscientes despiertos (Piascik et al., 1989). La incapacidad demostrada
del antagonista irreversible, cloroetilclonidina, para reducir la presién arterial en ratas cuando se administra por via
intravenosa, es una prueba sélida contra el papel de los receptores ay;, y @4 en la regulacion aguda de la presion arterial
(Vargas et al., 1993).

Por lo tanto, se cree que la unién de compuestos a los receptores adrenérgicos «@;, es una buena medida de la
capacidad de un compuesto de producir hipotension ortostética y sedacién como efectos secundarios. La prazosina es
un potente antagonista del subtipo de adrenoceptores @;, humanos, que se ha clonado y se expresa en fragmentos de
membrana de células CHO.

Receptor ha,,: La clonacién del ADNc de a;, humano se realizé en primer lugar por medio de la seleccidon de una
biblioteca de ADNc de préstata humana (Clontech), a partir de la cual se obtuvo una porcién de la regién codificante.
Este fragmento de ADN después se usé para seleccionar una biblioteca genémica de leucocitos humanos (Clontech),
y se obtuvo el resto de la secuencia codificante. Posteriormente, estos dos fragmentos se unieron entre si. Después,
la secuencia codificante entera se secuencié completamente, incluyendo la secuencia de PCR correspondiente con
la secuencia codificante genémica original, asegurando de esta manera que los sitios de corte y empalme se unian
correctamente (Schwinn et al., 1995). Una vez secuenciado, el gen se subcloné en el vector de expresiéon pcDNA3
(Invitrogen). Después se us6 ADN plasmidico para la transfeccién de células CHO y se aislaron clones resistentes
a G418. Se eligi6é un clon que expresaba altos niveles del receptor he, (determinado por ARNm y por los datos de
unioén al receptor) y se caracterizé farmacolégicamente.

Medio de cultivo: Ingredientes de Medios para el Cultivo de CHO Adherentes que Expresan a;,:

A. F12 de HAM (Cellgro)

B. Suero Bovino Fetal (FBS) filtrado a través de un filtro de 0,2 micrémetros, al 10% (Cellgro)

C. Penicilina-estreptomicina filtrada a través de un filtro de 0,2 micrémetros, al 1% (Cellgro)

D. G418 filtrado a través de un filtro de 0,2 micrémetros (Geneticina 400 pug/ml)(Cellgro)

Las células se cultivan usando métodos y procedimientos establecidos en placas de cultivo de 150x25 mm (aumen-
to a escala hasta 100 placas) o por una combinacién de estas placas y 70 frascos cilindricos. Un ciclo de culti-
vo/recoleccion tipicamente requiere 2 semanas y produce entre 100 y 400 mg de proteina. Las placas o frascos se
incuban a 37°C + 5% de CO,.

Almacenamiento: Las células se recogen por raspado mecdnico, se lavan usando PBS, se recogen en tubos de
centrifuga de polipropileno Corning de 250 ml, se centrifugan (1500 RPM) y se resuspenden en DMSO al 10% en
dH, O (el volumen final por recoleccién es de aproximadamente 50 ml). La determinacién de las proteinas se realiza

usando el kit de ensayo Biorad DC. Finalmente, se ponen alicuotas del volumen apropiado en un Criovial Corning de
2 ml (10 mg/1-1,5 ml) que se almacena a -80°C.
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Datos del Lote Actual: a,, (clon n° 7)

Lote 1/14/98

Concentracion de Receptor 2418 fmoles/mg de proteina
Ky 0,18 nM

Volumen 1,5 ml/criovial
Concentracién de proteina aprox. 10 mg/1,5 ml

Requisitos del ensayo: 0,5 crioviales por placa de 96 pocillos (volumen de ensayo = 200 ul/pocillo)

[*H]-Ligando: [7-metoxi-*H]-Prazosina: 1,0 nM (NEN, NET-823)

70-87 Ci/mmol

Materiales: Mesilato de fentolamina (Research Biochemicals Int. n°® P-131)

placas de fondo plano de 96 pocillos (Beckman)

Placa Unifilter GF/B (Packard)

Polietilenimina (Sigma n° P-3134)

Recolectores de Células TomTec o Packard Filtermate 196

Contador de centelleo TopCount de Packard

Tampones: A: Tris HCI 50 mM; ascorbato al 0,1%, pH 7,7 (tampén de incubacion)

B: Tris HC1 50 mM; pH 7,7 (tamp6n de lavado)

Procedimiento: Las adiciones de ensayo son las siguientes (en el orden indicado):

Unién Total = 50 ul de tampén A + 50 ul de [*H]prazosina + 100 ul de membrana.

Unién No Espec. = 50 ul de fentolamina 10 uM + 50 ul de [*H]prazosina + 100 ul de membrana

Comp. de Ensayo = 50 ul de compuesto + 50 ul de [*H]prazosina + 100 ul de membrana

Los compuestos a evaluar se pesan para producir una solucién madre 10 mM en DMSO en una placa de poliestireno
de 24 pocillos. Esto se diluye en dH,O hasta que se consigue una solucién madre 0,5 mM. Se realizan diluciones
seriadas en tampén A a partir de las cuales se realizan adiciones de 50 ul a la placa por duplicado para conseguir
las concentraciones finales deseadas. Tipicamente, se usa una placa de 96 pocillos para evaluar 11 compuestos a 4
concentraciones (1075-10~ M) por duplicado. La unién total y la unién no especifica se determinan por cuadruplicado.
Normalmente se procesa un patrén con cada ensayo.

La [?H]Prazosina se prepara en Tamp6n A de tal manera que cuando se afiaden 50 ul por pocillo, la concentracién
final es 1,0 nM en un volumen de ensayo final de 200 pl. La concentracién final debe verificarse procesando una mues-
tra en un contador de centelleo antes de la adicion de la [*H]prazosina a la placa de 96 pocillos. Nota: la radiactividad
debe prepararse justo antes de realizar las adicionales de manera que no se integre en el banco durante mucho tiempo.

Pretratamiento de Placas Packard GF/B: Las placas de filtro se pre-humedecen durante al menos 30 min en
Tampén B enfriado con hielo que contiene polietilenimina al 0,05% (200 ul1/200 ul) para maximizar la eficacia de
filtracién y minimizar la unién de blanco al filtro.

Incubacion y Filtracion: Una vez que se han afiadido (y mezclado) el tampén, los compuestos, la [’H]prazosina
y la membrana, las placas de 96 pocillos se incuban durante 40 min a 37°C y se separan 3-5 min. A los 40 min, las
placas se filtran usando un Recolector de Células Automdtico Tomtec. La filtracién se continda inmediatamente por
lavados de tampdn B enfriado con hielo (volumen total. ~7 ml).

Secado y Recuento: Cada placa de filtro se seca debajo de una lampara térmica durante 15 min. La parte posterior
de la placa se sella y se afiaden 40 ul de fluido microscint Packard por pocillo. Usando una pelicula Packard, cada
placa se sella con calor antes de contarse en un contador de Centelleo Packard Topcount. Se ha escrito un programa

que cuenta cada placa dos veces enviando datos DPM, CPM y TSIS al disco y a la impresora.

Andlisis de los resultados: Los datos DPM y CPM de partida se capturan en un disco y se importan en uno de varios
paquetes de software (Graphpad Prism Ver 2,0, Excel) que residen en la LAN (red de 4rea local). La unién especifica
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se define como la diferencia entre la unién total y la unién en presencia de fentolamina 10 M. La unién total es
menos de 10% del ligando total aiiadido. En el cdlculo de los valores de Cls, y K, (ecuacién de Cheng-Prusoff, 1973)
se emplea un software que usa andlisis de curva de competicion de un sitio. La parte superior e inferior de la regresion
no lineal se mantienen constantes 0% y 100% de inhibicién. El porcentaje de inhibicién con cada concentracién de
farmaco es la media de las determinaciones por duplicado.

Referencias
Vargas, HM y A.J. Gorman. Life Sciences. Vol. 57, No. 25, paginas 2291-2308, 1995.
Morrow, A.L. y 1. Creese. Mol. Pharmacol. 29: 321-330, 1986.
Piascik, M.T., J.W. Kusiak, y K.W. Barron. Eur. J. Pharmacol. 11:101-107, 1989.

Vargas, HM., D. Cunningham, L. Zhou, H.B. Hartman y A.J. Gorman. J. Pharmacol. Exp. Ther. 267:264-272,
1993.

La actividad funcional de los compuestos de la invencion (es decir, si son antagonistas, agonistas 0 agonistas
parciales) puede determinarse facilmente usando el método de ensayo de microfisiémetro que se indica a continuacion:

Se cultivaron células de ovario de hdmster chino (CHO), que expresaban el receptor de dopamina D3 humano, en la
superficie de una mitad céncava de cdpsula. Las mitades se ensamblan y se ponen en el microfisiémetro, y se perfunde
tampdn (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco sin bicarbonato sddico y sin suero) a través del conjunto de cdpsula
hasta que se consigue una linea basal estable (4 horas). Los cambios en la velocidad de perfusién del tampdn y de la
solucién se controlaron por medio de un ordenador. Se midi6 la velocidad de acidificacion intracelular en cada uno
de los 8 conjuntos de capsula y se registré por medio del ordenador. Se perfundié tampén que contenia compuesto
de ensayo (10 nM, 100 nM y 1 uM) a través del conjunto de cdpsula durante 20 min, y después se perfundié tampén
que contenia quinpirol (10 nM) y compuesto de ensayo (a las mismas concentraciones) durante 1 min mads. Esto se
continud por un periodo de recuperacion de 10-60 min en el que se perfundié tampon solo a través de las mitades
de cdpsula. El quinpirol aument6 la velocidad de acidificacion. Un antagonista de D; inhibird este aumento de una
manera dependiente de la concentracion.

Los antagonistas de D; pueden ser ttiles como agentes antipsicSticos, por ejemplo, en el tratamiento de la esquizo-
frenia, trastornos esquizoafectivos, depresion psicética y mania. Las afecciones que pueden tratarse por agonistas de
D; incluyen trastornos discinéticos tales como enfermedad de Parkinson, parkinsonismo inducido por neurolépticos
y discinesias tardias; depresion; ansiedad; demencia; trastornos del ritmo circadiano y dependencia de drogas (por
ejemplo, cocaina).

Como se emplea en este documento, la frase “modulacién de la actividad de receptores de dopamina D;” se refiere
a una diversidad de aplicaciones terapéuticas. Dichas aplicaciones terapéuticas se refieren al tratamiento de afecciones
o trastornos que incluyen trastornos discinéticos, psicosis, trastornos de ansiedad, trastornos del estado de dnimo,
demencia, trastornos del suefio, dependencia de sustancias, abuso de sustancias y nduseas. Los compuestos también
son ttiles para tratar la disfuncion renal.

La presente invencion también proporciona un método para tratar la disfuncioén renal que comprende administrar a
un paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula I o una sal farmacéuti-
camente aceptable del mismo.

La presente invencion ademds proporciona un método para tratar afecciones o trastornos del sistema nervioso
central, que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismos, junto con uno o mas antagonistas del receptor Dy,
Dz, D4, D5 o SHT.

Para el tratamiento de un paciente que padece una afeccién o trastorno descrito anteriormente, un compuesto de
férmula I puede administrarse en cualquier forma o modo que haga que el compuesto esté biodisponible en can-
tidades terapéuticamente eficaces, incluyendo la via oral, sublingual, bucal, subcutdnea, intramuscular, intravenosa,
transdérmica, intranasal, rectal, topica y similares. Un experto en la técnica de preparacidon de formulaciones puede
determinar la forma y modo de administracién adecuados, dependiendo de las caracteristicas particulares del compues-
to seleccionado para el estado o enfermedad que se va a tratar, la fase de la enfermedad, el estado del paciente y otras
circunstancias importantes. Por ejemplo, véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18* Edicién, Mack Publishing
Co. (1990), incorporado en esta memoria como referencia.

Los compuestos de Férmula I se pueden administrar solos o en forma de una composicion farmacéutica combi-
nados con vehiculos farmacéuticamente aceptables, cuya proporcion y naturaleza se determinan por la solubilidad y
propiedades quimicas del compuesto seleccionado, la via de administracion elegida, practica farmacéutica convencio-
nal y otros criterios importantes.
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Los compuestos de féormula I pueden administrarse por via oral, por ejemplo, en forma de comprimidos, trociscos,
cépsulas, elixires, suspensiones, soluciones, jarabes, obleas, chicles, pulverizaciones y similares, y pueden contener
uno o mds de los siguientes adyuvantes: aglutinantes tales como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o ge-
latina; excipientes tales como almidén o lactosa, agentes disgregantes tales como 4cido alginico, Primogel, almidén
de maiz y similares; lubricantes tales como estearato magnésico o Sterotex; agentes deslizantes tales como diéxido de
silicio coloidal; y se pueden afiadir agentes edulcorantes tales como sacarosa o sacarina o un agente aromatizante tal
como menta, salicilato de metilo o sabor de naranja. Cuando la forma de unidad de dosificacién es una cdpsula, puede
contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como polietilenglicol o un aceite graso.
Otras formas de unidad de dosificacion pueden contener otros diversos materiales que modifican la forma fisica de
la unidad de dosificacién, por ejemplo, como revestimientos. Asi, los comprimidos o pildoras se pueden revestir con
azucar, laca u otros agentes de revestimiento entérico. Un jarabe puede contener, ademads de los presentes compuestos,
sacarosa como un agente edulcorante y algunos conservantes, colorantes y agentes aromatizantes.

Los compuestos de Férmula I también pueden administrarse topicamente, y cuando se hace esto el vehiculo puede
comprender de manera adecuada una solucién, pomada o base de gel. La base puede comprender, por ejemplo, uno
o mas de vaselina, lanolina, polietilenglicoles, cera de abeja, aceite mineral, diluyentes tales como agua y alcohol, y
emulsionantes y estabilizantes.

Las soluciones o suspensiones también pueden incluir uno o més de los siguientes adyuvantes: diluyentes estériles
tales como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros di-
solventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil-parabeno; antioxidantes, tales como
acido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales como 4cido etilendiaminatetraacético; tampones tales como
acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. La preparacion
parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales multidosis.

Los ésteres, amidas y carbamatos altamente lip6filos de los compuestos I pueden liberarse de forma sostenida
en mamiferos durante un periodo de varios dias o de aproximadamente una a cuatro semanas cuando se formulan
y se administran como preparaciones de depdsito, por ejemplo, cuando se inyectan en un aceite farmacéuticamente
aceptable seleccionado de manera apropiada. Los aceites preferidos son de origen vegetal tales como aceite de sésamo,
aceite de semilla de algododn, aceite de maiz, aceite de coco, aceite de soja, aceite de oliva y similares, o son ésteres
sintéticos de dcidos grasos y alcoholes polifuncionales tales como glicerol o propilenglicol.

Las composiciones de dep6sito de férmula I se preparan disolviendo un éster, amida o carbamato altamente lipdfilo
de la presente invencidn en un aceite farmacéuticamente aceptable en condiciones estériles. El aceite se selecciona para
obtener una liberacién del ingrediente activo en un periodo de tiempo deseado. El aceite adecuado puede determinarse
facilmente consultando la técnica anterior, o sin excesiva experimentacion por un experto en la técnica.

El intervalo de dosificacién al que los compuestos de férmula I presentan su capacidad de actuar terapéuticamen-
te puede variar dependiendo de la enfermedad o afeccion particular que se esté tratando, su gravedad, el paciente,
la formulacién, otros estados de enfermedad subyacentes que padece el paciente y otras medicaciones que pueden
administrarse simultineamente al paciente. Generalmente, los compuestos de férmula I presentardn sus actividades
terapéuticas a dosificaciones comprendidas entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal del paciente/dia y
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal de paciente/dia.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona nuevos agentes de obtencién de imédgenes radiomar-
cados de férmula I dtiles, entre otras cosas, para localizar receptores de dopamina D; en el SNC para diagnosticar
anomalias del SNC.

Las formas radiomarcadas (tritiadas y marcadas con C-14) de los compuestos de férmula I son ttiles como radio-
ligandos para determinar la unién de compuestos al receptor de dopamina D;. También son ttiles como compuestos
parentales marcados para determinar el metabolismo del compuesto en animales. Para este fin, se prefieren compues-
tos de férmula I en la que R es un grupo (a) con un '*C radiomarcado en la posicién 3 del sistema de anillos de benzo
[b]tiofeno, L es trifluorometilo, p es 1, R; es hidrégeno, nes 1,1 es 0 y A es N. Para este fin, se prefieren particular-
mente compuestos de formula IA. Como se emplea en este documento, un “compuesto de férmula IA” se referird al
compuesto de férmula I en la que R es un grupo (a) donde L es trifluorometilo sustituido en la posicién 6 del sistema
de anillos de benzotiofeno y un *C radiomarcado estd en la posicién 3 del sistema de anillos de benzo[b]tiofeno, p es
1; AesN,nes 1;ies 0y R; es hidrégeno. Los compuestos de férmula IA pueden prepararse de manera andloga a la
indicada en el Ejemplo 21.

Los desequilibrios en la produccién de dopamina se han implicado en una diversidad de trastornos mentales y
fisicos tales como la enfermedad de Parkinson (PD). De esta manera, es deseable diagnosticar y controlar estos dese-
quilibrios y controlar la eficacia de fAirmacos y sustancias que afectan a la quimica del cerebro. Se han creado métodos
de obtencién de imdgenes nuevos y potentes que permiten evaluar el cerebro vivo in vivo y de esta manera controlar
la quimica cerebral y la eficacia de farmacos y sustancias que afectan a la quimica cerebral. Los métodos tales como
la tomografia por emision de positrones (PET) y la tomografia computarizada por emisiéon de un solo fotén (SPECT)
implican administrar a un paciente una sustancia indicadora radiactiva que comprende un ligando que se une a los
neurorreceptores presindpticos o postsindpticos en el cerebro del paciente. Se miden las emisiones (principalmen-
te se emiten rayos gamma desde los positrones o fotones del indicador radiactivo). Estas emisiones son indicativas
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del nimero y grado de ocupacién del bloqueo de los neurorreceptores. El nimero de neurorreceptores y el grado de
ocupacién o bloqueo se calcula utilizando un modelo matemdtico y se compara con un control intra-persona o inter-
persona para determinar el grado de respuesta al farmaco. El tratamiento adicional del paciente con farmacos se basa
en las comparaciones realizadas. Sin embargo, para que estos métodos sean Utiles, se requiere un ligando que tenga
alta especificidad y afinidad por el receptor deseado.

Se cree que ciertos ligandos radiactivos pueden ser selectivos para los transportadores de dopamina y, de esta
manera, son potencialmente ttiles para evaluar cambios en la funcién de la dopamina in vivo e in vitro, especial-
mente para pacientes con la enfermedad de Parkinson (PD), que se caracteriza por una pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas en los ganglios basales y en la sustancia negra.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a métodos para utilizar los compuestos de la invencién como agentes
para formar imagenes del SNC. Las técnicas para formar imdgenes son técnicas de diagndstico no invasivas que ge-
neralmente implican la administracién de un compuesto con atomos marcadores que pueden detectarse externamente
al mamifero. Generalmente, estos métodos comprenden administrar a un mamifero un compuesto de la invencion,
disuelto o disperso en un vehiculo o diluyente farmacéutico adecuado. El compuesto de la invencién se une selectiva-
mente al receptor de dopamina D;, permitiendo de esta manera la formacion de imagenes de receptores del SNC y la
capacidad de evaluar, entre otras cosas, la quimica cerebral, la eficacia de farmacos y las funciones neuronales. Las
técnicas para formar imdgenes adecuadas para poner en préctica la presente invencién incluyen, pero sin limitacion,
tomografia computarizada por emision de un solo fotén (SPECT) y tomografia por emisién de positrones (PET).

Los radionticlidos que se usan ampliamente en medicina nuclear de diagnéstico incluyen tecnecio [*Tc], yodo
['2*1], carbono [''C] y fldor ['®F]. El agente radiomarcado para formar imdgenes ejemplificado especificamente en este
documento contiene el radioniiclido "'C. Debe tenerse en cuenta que pueden realizarse reacciones de radioquimica
iguales o similares usando radiontclidos distintos de ''C.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes y mediante la informacién
dispuesta en forma de tabla. Se ha de entender que estos ejemplos son solamente ilustrativos y no tienen como fin
limitar el alcance de la presente invencién en modo alguno. Como se emplea en esta memoria, los términos siguientes
tienen los significados indicados: “g” se refiere a gramos; “mmol” se refiere a milimoles; “ml” se refiere a mililitros;
“°C” se refiere a grados centigrados; “TLC” se refiere a cromatografia de capa fina; “LC/MS” se refiere a cromatografia
liquida espectrometria de masas; “APCI” se refiere a ionizacién quimica a presién atmosférica; “p.f.” se refiere a punto

de fusioén.
Ejemplos
Ejemplo 1

Sintesis de Piperazinas Sustituidas Intermedias

H
|
MeO,C _N.__O
HCH 0 EEDQ
H,NJ’L? PN )Ti go 1 )

[
CcBz

H,,Pd al 10%/C
MeOH

D g L0

Preparacion de 3-bencil-piperazina intermedia

Ejemplo 1(a)

A una suspension de 3-bencil-piperazina-2,5-diona (14,98 g, 73 mmol, preparada siguiendo generalmente el pro-
cedimiento de Halpem y Westley, J. Org. Chem. 1968, 33, 864) en éter dietilico seco (500 ml) se le afiade gota a gota
una solucién de hidruro de litio y aluminio (400 ml de una solucién 1 M en éter dietilico, 400 mmol, 5,4 equiv.). La
suspension se calienta a reflujo durante 23 horas y después se enfria a 0°C. Después, se afiade cuidadosamente agua
(70 ml) y la suspension resultante se calienta a temperatura ambiente. Después de 3 horas, la suspensién se filtra y el
solido se lava con éter dietilico (1 1). El filtrado se concentra al vacio para proporcionar el compuesto del titulo bruto
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(11,40 g, 88%) en forma de un sélido cristalino amarillo. Una muestra (2 g) se recristaliza en ciclohexano y después
en tolueno para proporcionar el compuesto del titulo purificado (0,83 g) en forma de cristales blancos finos: p.f. 80-
81°C.

Anal. Calc. Para C;;H;4N,: C, 74,96; H, 9,15; N, 15,89;
Encontrado: C, 74,84; H, 9,01; N, 16,15.

[:lgi%»%%—»[n -

H,, Pd al 10%/C
HCI, EtOH

Ejemplo 1(b)

A una solucién de LDA (295 ml, 0,59 mol, 2 M en heptano/THF/etilbenceno) en THF anhidro (300 ml) enfriada a -
40°C se le anadi6 gota a gota 2-metilpirazina (48,5 ml, 0,531 mol) mediante un embudo de adicién. La reaccion se dejé
calentar a -20°C y se agité durante 90 minutos, momento en el que se afiadié gota a gota una solucién de benzaldehido
(54 ml, 0,531 mol) en THF anhidro (200 ml) mediante un embudo de adicién. Después de que se completara la adicion,
la reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 20 horas. Después, la reaccion se enfrié en un
bafio de hielo y se afiadié NH,Cl saturado (500 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (500 ml, 250 ml). Los
extractos combinados se secaron (Na,SQ,), se filtraron y se concentraron para dar un sélido himedo de color beige. El

producto se trituré con Et,0, se recogid y después se secéd durante una noche para producir 56,0 g (53%) de un sélido
pardo claro, p.f. 81-84°C.

Una solucién del sélido obtenido anteriormente (56,0 g, 0,28 mol) en MeOH (1,1 1) y HCI conc. (290 ml) se agitd
a la temperatura de reflujo durante 24 horas. La reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y se concentrd para dar
un liquido oscuro. El liquido oscuro se enfrié en un bafio de hielo y se afiadi6 agua (1 1). La solucién resultante se
neutraliz6 con una solucién saturada de Na,COs; y el producto se extrajo con EtOAc (1 1, 2 x 500 ml). Los extractos
combinados se secaron (Na,SQO,), se filtraron y se concentraron para producir 46 g de un sélido pardo oscuro. El sélido
se purificé por cromatografia ultrarrdpida en columna (EtOAc al 40% en heptano), produciendo 22,7 g de la olefina
en forma de una espuma parda.

Una botella de agitacion Parr de 1 1 se lavé abundantemente con nitrégeno y se cargé con Pd al 10%/C (4,5 g,
tipo Degussa) y la olefina obtenida anteriormente (20,0 g, 0,110 mol) en EtOH (450 ml). La reaccién se hidrogend
a 344,737 kPa (50 psi) durante 3,5 horas, momento en el que la reaccién se filtr6 a través de un lecho de celite y se
aclaré con etanol. La botella se recargé con Pd al 10%/C recién preparado (4,5 g, tipo Degussa), el filtrado y HCI conc.
(15 ml). La reaccién se hidrogené a 344,737 kPa (50 psi) durante 18 horas, momento en el que la reaccién se diluy6
con MeOH caliente y se filtré a través de un lecho de celite. El sélido se lavé minuciosamente con MeOH caliente y
el filtrado se concentrd para producir 11,2 g (39%) del producto final en forma de la sal di-HCI, p.f. 297-300.

Véase: Tetrahedron, 30, 1974 paginas 667-673 y Tet. Lett. 1979, paginas 4483-4486

{3
° CRO o
+©/\/ S
o
o

Se afiadi6 DBU (14,0 g, 92 mmol) a una solucién del diacetato de piperazina (18,2 g, 92 mmol) y aldehido (12,3
g, 92 mmol) en 92 ml de DMF a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante
5 h. El producto precipitado se recogi6 por filtracién, proporcionando 17,1 g de producto.

Ejemplo 1(c)
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El monoacetato (17,0 g, 62,8 mmol) e hidrazina hidrato (9,4 g, 188,6 mmol) en 125 ml de DMF se agitaron a
temperatura ambiente durante 20 h. El sélido precipitado se recogi6 por filtracién y se lavé con agua y etanol, dejando

13,7 g de producto.
0
Ny —
%ﬁ %

La olefina (13,6 g, 59,1 mmol) y paladio sobre carbono (2,7 g, Pd al 10%/C, tipo Degussa, 50% de H,0) en 1,2
1 de metanol se agitaron en un aparato de hidrogenacién Parr a 275,790 kPa (40 psi) de hidrégeno, hasta que cesd
la captacién de hidrégeno. La mezcla se diluy6 con diclorometano y se filtré a través de celite. La concentracion del
filtrado proporcioné 12,1 g de producto.

S —

Una solucién de LAH (156 ml, 156 mmol, 1M en THF) se afiadié gota a gota a una solucién a 0°C de la piperazina
diona (12,1 g, 52,1 mmol) en 100 ml de THF. La mezcla se calent6 a reflujo y se agité durante una noche. La mezcla
se enfrié a 0°C y se afiadieron cuidadosamente 38 ml de agua en 200 ml de THF. La mezcla resultante se agité durante
1 h, después se filtrd, la torta de filtro se lavé con THF y el filtrado se concentré al vacio para dar 7,4 g de producto.

Ejemplo 2

CF; \

S

Hidrocloruro de 1-(6-(trifluorometil)-benzo[b Jtien-3-il)-piperazina
2a: 2-Carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo[ b Jtiofeno

Equipar un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 I con un agitador mecédnico, un burbujeador de nitrégeno y
una sonda termopar y cargar con 1,20 kg (5,55 mol) de 2-nitro-4-trifluorometilbenzonitrilo, 589,3 g (496 ml, 5,55 mol)
de tioglicolato de metilo y 4,3 1 de NMP. Enfriar la solucién amarilla resultante a 2°C y afiadir lentamente, durante un
periodo de 78 min, una solucién preparada a partir de 466,0 g (11,11 mol, 2,0 equiv.) de hidréxido de litio monohidrato
en 3,36 1 de agua mientras se mantiene la temperatura entre 2-20°C. Dejar calentar la suspensién parda a 21°C durante
un periodo de 2 h y después diluir con 8,0 1 de agua (exotermia observada-> 27°C). Agitar durante 40 min y enfriar
a 18°C, recoger el producto por filtracién, aclarando con 10 1 de agua y después secar al aire a temperatura ambiente
para dar 1,295 kg (rendimiento de 84,7%) de 2-carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo[b]tiofeno, en forma de un
s6lido amarillo claro, con una pureza de 99,8 % segin muestra el ensayo por HPLC.
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2b: Hidrocloruro de 1-(6-(trifluorometil)-benzo[bJtien-3-il)-piperazina

Equipar un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 12 1 con un agitador mecdnico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar y cargar con 1,14 kg (4,14 mol) de 2-carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo-[b]tiofeno
(Ejemplo 2a), 196,0 g (2,28 mol, 0,55 equiv.) de piperazina, 4,0 1 de NMP y 570 ml de xileno. Calentar la solucién
y mantener a 170-180°C durante 4 h, momento en el que la reaccién se completa aprox. en 98% segun se determina
mediante ensayo por HPLC. Enfriar la solucién parda a 168°C y después afiadir 1,605 kg (18,63 mol, 4,5 equiv.) de
piperazina (temp -> 109°C) seguido de 1,575 kg (28,28 mol, 2,0 equiv.) de dcido p-toluenosulfénico monohidrato
(exotermia observada, 109 -> 130°C). Conectar un purgador Dean-Stark al condensador y calentar la reaccidn para
recoger un azeoétropo. Retirar una cantidad total de 410 ml de un destilado acuoso, mientras se deja aumentar la
temperatura del recipiente de 145 a 165°C. Controlar el progreso de la reaccion mediante ensayos por GC/MS y
HPLC. Después de 14 h a aprox. 165°C (conversién >99% mediante ensayo por HPLC y GC/MS), enfriar la reaccién
a 30-35°C y después interrumpir en un extractor que contenga 5 kg de hielo, 12 1 de agua y 8,5 I de tolueno. Separar
las fases, lavar el extracto orgdnico con 11 1 de NaOH 0,5 N, 2 1 de NaCl ac. saturado y después extraer con 8§ 1 de
HCI 1 N. Diluir el extracto acuoso 4cido con 1 kg de hielo y basificar a pH 11,2 mediante la adicién de 624 g de
NaOH al 50%. Extraer la mezcla resultante con 9,5 1 de tolueno. Lavar el extracto de tolueno con 2 1 de NaCl acuoso
saturado, secar (Na,SO,) y filtrar. Cargar el filtrado en un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 (N,, agitacién
mecénica, sonda de control de temperatura) y afiadir una cantidad total de 3,7 1de HCl etéreo 1 N a 20-27°C para que la
mezcla sea positiva al papel indicador Congo Red. Durante la adicién del HCl, afadir un total de 2,5 1 de tolueno para
potenciar la agitacion de la suspension pegajosa que se produce. Agitar a temperatura ambiente durante 40 min, filtrar
la suspensidn y lavar con 4,5 1 de tolueno. Después de secar al aire, se obtienen 1,165 kg (rendimiento de 87%) de
hidrocloruro de 3-piperazinil-6-trifluorometil-benzo[b]tiofeno en forma de un sélido rosa-beige claro, con una pureza
de 99,1% segtin muestra el ensayo por GC/MS.

Ejemplo 3

H—Cl

\Z/

Hidrocloruro de 3-piperidinil-4-il-tieno[ 2,3-dJisoxazol

XL

Yal

Br

3a: Ester terc-butilico del dcido 4-(3-bromo-tiofeno-2-carbonil)-piperidina-1-carboxilico

Agitar una solucidn, en una atmoésfera de nitrégeno, de 3-bromotiofeno (21,0 ml, 0,224 mol) en tetrahidrofurano
(1,0 1) a -78°C y afiadir una solucién 2,0 M de disopropilamida de litio en heptano/tetrahidrofurano/etilbenceno (112
ml, 0,224 mol) durante 45 min. Afiadir, gota a gota, durante 2 h, una solucién de 1,1-dimetiletil éster del 4cido 4-(N-
metoxi-N-metilcarboxamido)- 1-piperidinacarboxilico (preparada de acuerdo con el documento US 5.134.139) (79,4
g, 0,291 mol) en tetrahidrofurano (800 ml). Agitar durante 2 h, afadir una solucién saturada de cloruro de amonio y
agitar durante 0,5 h mds. Filtrar el sélido resultante y verter el filtrado en agua (800 ml). Extraer la mezcla acuosa con
éter y concentrar para obtener un liquido oscuro. Verter el liquido en agua (400 ml), afiadir NaCl y extraer la mezcla
acuosa con éter. Lavar el extracto con agua y salmuera y secar sobre Na,SO,. Filtrar y concentrar para obtener el
producto bruto. Cromatografiar el producto sobre gel de silice (éter de petréleo/éter, 4:1) para obtener 41,5 g (50%)
de sélido blanco.
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\S
Br ‘OH

3b: Ester terc-butilico del dcido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-hidroxiimino-metil ]-piperidina-1-carboxilico

Agitar una mezcla de éster terc-butilico del dcido 4-(3-bromo-tiofeno-2-carbonil)-piperidina-1-carboxilico (Ejem-
plo 3a) (41,5 g, 0,11 mol), clorhidrato de hidroxilamina (15,4 g, 0,23 mol) y piridina (190 ml) a temperatura ambiente
durante una noche. Verter la reaccién en agua (500 ml) y extraer con diclorometano (3 x). Lavar los extractos com-
binados con una solucién saturada de CuSO, (2 x), secar (MgSQO,) y concentrar para dar un sélido verde. Disolver el
solido en tolueno (175 ml) y dejar en reposo a temperatura ambiente durante 3 h. Recoger los cristales resultantes que
se forman y lavar con tolueno (60 ml). Concentrar el filtrado, disolver de nuevo el residuo en tolueno y proceder para
recoger cristales adicionales para obtener un rendimiento total de 25 g (58%) del compuesto del titulo en forma de un
s6lido verde claro.

\ / \
o

3c: Ester terc-butilico del dcido 4-tieno[2,3-dJisoxazol-3-il-piperidina-1-carboxilico

Afadir una solucién de hidréxido potésico (7,2 g, 128,4 mmol) en agua (20 ml) a una solucién en agitacién de
éster terc-butilico del dcido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-hidroxiimino-metil]piperidina-1-carboxilico (Ejemplo 3b) (25 g,
64,2 mmol) en 2-metoxietanol (200 ml). Calentar la reaccién a 60°C y después afiadir polvo de cobre (1,25 g). Agitar
a 60-70°C durante 6 h y después a temperatura ambiente durante una noche. Verter la mezcla de reaccién en agua (500
ml) y extraer con EtOAc (3 x). Concentrar para obtener un residuo oscuro y purificar por cromatografia en columna
sobre gel de silice (heptano/EtOAc, 4:1) para proporcionar 9,8 g (50%) de un sélido blanco.

3d: Hidrocloruro de 3-piperidinil-4-il-tieno[2,3-d]isoxazol

Afadir HCI etéreo (10 ml) a éster terc-butilico del acido 4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidina-1-carboxilico
(Ejemplo 3c) (1,0 g, 3,2 mmol) y después metanol (1 ml) para realizar la solucién. Permitir que repose a tempe-
ratura ambiente durante 1 h y después recoger 0,34 g del sélido blanco, p.f. 240-241°C. Recoger del filtrado 0,25 g
mads del sélido blanco, p.f. 263-265°C. Ambas muestras: MS, m/z = 209 (M+H)".

Anilisis (p.f. de la muestra 263-265°C):

Calc. Para: C,(H,N,OS-HCI: 49,08% de C 5,35% deH 11,45% de N
Encontrado: 49.03% de C  529% deH 11,25% de N

Ejemplo 4

Y

N\
s
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1-(6-Fluoro-benzo[b Jtiofen-3-il)-[ 1,4 ]diazepano
4a. Acido 3-amino-6-fluoro-benzo[b Jtiofeno-2-carboxilico

A 50°C, afadir una solucion acuosa al 50% de NaOH (64 g, 0,8 mol) a una solucién en agitacion de 2-carbometoxi-
3-amino-6-fluoro-benzo[b]tiofeno (preparada de acuerdo con el documento US 5.143.923), (90,1 g, 0,4 mol) en H,O
(450 ml) durante 2-3 min. Calentar la reaccién a 70-73°C y continuar la agitacién durante 3 h. Afiadir isopropanol
acuoso al 10% (45 ml) y llevar a la temperatura de reflujo. Retirar el isopropanol en una atmésfera de N, y afadir H,O
(300 ml). Enfriar la mezcla de reaccién entre 7-10°C y afiadir HCI concentrado (80 ml). Anadir H,O (650 ml), enfriar
a 5-7°C, filtrar el s6lido resultante y lavar la torta de filtro con H,O (2 x 150 ml). Secar el sélido al vacio a 35°C para
obtener 80,6 g (94,7%) de sélido, p.f. 160-163°C, TLC sobre gel de silice (diclorometano/metanol, 3:1), R; = 0,69.

4b. 1-(6-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[ 1,4 ]diazepano

Calentar una solucién de dcido 3-amino-6-fluoro-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico (5,0 g, 24 mmol) en 1-metil-2-
pirrolidinona (5 ml) a 100°C durante 2 h y después introducir una corriente de nitrégeno para enfriar la solucién a
temperatura ambiente. Afiadir homopiperazina (9,5 g, 95 mmol) y dcido p-toluenosulfénico monohidrato (9,0 g, 47
mmol) y calentar la mezcla a 145°C durante 4 h. Después de ese tiempo, enfriar la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente, diluir con acetato de etilo (30 ml) y lavar con salmuera (3 x 15 ml). Separar la capa orgdnica y secar sobre
MgSO,. Evaporar el disolvente y purificar el producto bruto por cromatografia en columna (SiO,, 100 g de 9:2 de
CH,Cl1,/MeOH y después 9:2:0,15 de CH,Cl,/MeOH/NH,OH) para dar 3,9 g (65%) de un aceite amarillento LC/MS
(LiChrospher 5 u, RP-18, 250 mm

gradiente de CH;CN/Agua al 20% — 100% (25 min), Flujo: 1,5 ml/min)

tg = 10,74 min, m/z = 250,3.

Ejemplo 5

S

4-(4-(6-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[ 1,4 ]diazapan- 1-il Jbutironitrilo

Afadir carbonato potasico (39,3 g, 284 mmol) a una solucién de 1-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepano
(Ejemplo 4) (23,7 g, 95 mmol) y 4-bromobutironitrilo (21,0 g, 142 mmol) en acetonitrilo (400 ml) y agitar la mezcla
a la temperatura de reflujo durante 10 h. Filtrar la mezcla, evaporar el disolvente y disolver el residuo en acetato de
etilo (EtOAc). Lavar con agua y solucién saturada de cloruro sédico y secar la fase organica sobre MgSO,. Evaporar
el disolvente al vacio y purificar el producto bruto por cromatografia en columna (9:1 de EtOAc/MeOH) para dar 12,9
g de un aceite amarillo LC/MS, (LiChrospher 5 p, RP-18, 250 mm gradiente de CH;CN/Agua (TFA al 0,05%) al 2%
— 98% (20 min), Flujo: 0,75 ml/min)

tg = 9,46 min, m/z = 317,3.

Ejemplo 6

™

A\

S
4-[4-(6-Fluoro-benzo[bJtiofen-3-il)-[ 1,4 Jdiazapan-1-il Jbutilamina

Afadir durante 30 min, a temperatura ambiente, una solucién de LiAlH, en éter dietilico (1 M, 72,5 ml) a una
solucién de 4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazapan- 1-il]butironitrilo (Ejemplo 5) (11,5 g, 36,2 mmol) en
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éter dietilico seco (200 ml). Calentar la solucién a la temperatura de reflujo durante 5 h. Después de ese tiempo, dejar
enfriar la solucién a temperatura ambiente e interrumpir cuidadosamente la reaccién con agua y solucién acuosa de
hidréxido sédico. Separar las fases y extraer de nuevo la fase acuosa con EtOAc. Secar las fases orgdnicas combinadas
sobre MgSO, y retirar el disolvente al vacio. Purificar el producto bruto por cromatografia en columna (9:2:0,25 de
CH,Cl,/MeOH/NH,OH) para obtener 8,9 g de un aceite incoloro LC/MS, (LiChrospher 5 i, RP-18, 250 mm gradiente
de CH;CN/Agua (TFA al 0,05%) al 2% — 98% (20 min), Flujo: 0,75 ml/min), tg = 7,79 min, m/z = 321,3.

Ejemplo 7

CN

(

N\

S
4-[4-(6-Fluoro-benzo[bJtiofen-3-il)-[ 1,4 ]diazapan-1-il [pentano-nitrilo

Seguir el procedimiento del Ejemplo 5 y sustituir butironitrilo por pentanonitrilo en él para obtener el compuesto
del titulo. (LiChrospher 5 u, RP-18, 250 mm gradiente de CH;CN/Agua (TFA al 0,05%) al 2% — 98% (20 min),
Flujo: 0,75 ml/min) t; = 10,4 min, m/z = 331,5
Ejemplo 8
(\N/\/\/\NHz

_/

\

S
4-[4-(6-Fluoro-benzo[bJtiofen-3-il)[ 1,4 ]diazapan- 1-il [pentilamina
Seguir el procedimiento del Ejemplo 6 y sustituir 4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazapan-1-il]pentano-
nitrilo (Ejemplo 7) en él para obtener el compuesto del titulo. LC/MS, (LiChrospher 5 u, RP-18, 250 mm gradiente de
CH;CN/Agua (TFA al 0,05%) al 2% — 98% (20 min), Flujo: 0,75 ml/min), tz = 8,31 min, m/z = 335,5.

Ejemplo 9

Dihidrocloruro de 4-[6-(trifluorometil)-benzo[b Jtien- I -piperazinabutanamina

CN
N)
CF; \ =
S 0% ~onH
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9a: (Z)-2-Butenodioato de 4-(6-trifluorometil)-benzo[bJtien-3-il)- I -piperazinabutil-nitrilo

Calentar a reflujo una mezcla de 1-(6-(trifluorometil)-benzo[b]tien-3-il)-piperazina (Ejemplo 2) (10,1 g, 35,3
mmol), 4-bromobutironitrilo (6,25 g, 42,3 mmol), carbonato potdsico anhidro (8,00 g, 57,9 mmol) y acetonitrilo an-
hidro (80 ml) durante 18 h. Filtrar la suspensién, lavar los materiales insolubles con diclorometano (2 x 150 ml) y
concentrar el filtrado al vacio. Recoger el residuo en diclorometano (125 ml), lavar con NaOH acuoso al 5% (75 ml)
y agua (75 ml) y secar (K,COj3). Concentrar al vacio y cromatografiar el producto bruto sobre gel de silice (EtOAc)
para obtener 10,3 g (82%) de un aceite ambar. Afiadir a una solucién etandlica del aceite (1,2 g, 3,40 mmol) 4cido
maleico (400 mg, 3,45 mmol) y concentrar la solucién al vacio para obtener una goma. Triturar la goma con EtOAc
para producir un sélido. Recristalizar el sélido en metanol/EtOAc para obtener 1,01 g de cristales blancos, p.f. 158-
159°C.

Analisis:

Calc. para: C,;H,,F3N30,S: 53,73% de C 4,72% de H  8,95% de N
Encontrado: 53,57% de C  4,65% deH 8,86% de N

9b: dihidrocloruro de 4-[6-(trifluorometil)-benzo[b Jtien- 1 -piperazinabutanamina

En una atmdsfera de N,, afiadir, gota a gota, una solucién de 4-(6-trifluorometil)-benzo[b]tien-3-il)-1-piperazina-
butil-nitrilo (base libre del Ejemplo 9a) (9,00 g, 25,5 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (THF, 70 ml) a una suspensién
enfriada (3°C) y agitada de LiAIH, (1,06 g, 27,9 mmol) en THF anhidro (120 ml). Mantener la temperatura a 3°C du-
rante 5 min y después agitar a temperatura ambiente durante 21 h. Enfriar la mezcla a 0°C y tratar secuencialmente con
H,O (1 ml), NaOH acuoso al 15% (1 ml) y H,O (3 ml). Después de 20 min a temperatura ambiente, filtrar la mezcla,
lavar los materiales insolubles con diclorometano (2 x 50 ml) y concentrar el filtrado al vacio. Recoger el residuo
en diclorometano (150 ml), lavar secuencialmente con NaOH acuoso al 5% (75 ml) y H,O (75 ml) y después secar
(K,CO,). Retirar el disolvente al vacio y purificar el residuo por cromatografia sobre gel de silice (etanol/NH,OH,
95:5) para obtener 5,32 g (58%) de la base libre del compuesto del titulo. Afiadir HCI etandlico a una solucién de la
base libre (689 mg) en etanol, hasta que la solucién sea dcida (pH 2-3). Concentrar al vacio para obtener una goma y
triturar la goma con etanol para obtener un sélido blanquecino. Recristalizar el s6lido en MeOH/CHC],; para obtener
485 mg de un polvo blanco, p.f. 256-258°C.

Analisis:

Calculado para C;H»,F;N;S-2HCL: 47,45% de C 5,62% de H  9,76% de N
Encontrado: 47,10% de C  5,67% deH 9,62% de N

Y

| HCI

Ejemplo 10

S

Hidrocloruro de 1-(4-metoxi-fenil)-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazin-1-il |-butil }-urea

En una atmoésfera de nitrégeno, afiadir isocianato de 4-metoxifenilo (0,42 g, 2,8 mmol) en CHCI; (18 ml) a una
solucién en agitacion de 4-[6-(trifluorometil)-benzo[b]tien-1-piperazinabutanamina (base libre del Ejemplo 9b) (1,0
g, 2,8 mmol) en CHCI; (10 ml). Dejar la reaccién en agitacion a temperatura ambiente durante 18 h, filtrar el sélido
resultante, lavar con CHCI; y obtener 635 mg de producto en forma de un sélido blanco, p.f. 202-204°C. Concentrar el
filtrado y obtener 1,0 g de un residuo pegajoso. Cromatografiar el residuo sobre 40 g de gel de silice (CH,Cl,/MeOH,
24:1) y obtener 110 mg mas de producto. Combinar las muestras, disolver en EtOAc caliente-MeOH (100 ml-2 ml),
filtrar y después afiadir con refrigeraciéon HCI etéreo para precipitar la sal hidrocloruro. Después de 2 h, recoger 787
mg de la sal en forma de un sélido blanco, p.f. 228-231°C. Agitar el sélido en acetonitrilo a la temperatura de reflujo
durante 45 min, dejar enfriar la mezcla y filtrar el s6lido para obtener 570 mg del compuesto del titulo en forma de un
s6lido blanco, p.f. 240-242°C.

Analisis:

Calculado para CpsHyF;N,O,S-HCL:  55,29% de C  5,57% deH 10,32% de N
Encontrado: 5521%de C 5,71% deH 10,22% de N
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. O’\/\/n \Q*CH,

| HCIl

Ejemplo 11

Hidrocloruro de 1-(4-metil-fenil)-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazin- 1-il ]-butil }-urea

Anadir isocianato de p-tolilo (0,41 g, 3,1 mmol) en CHCl;(8 ml) a una solucién en agitacién de 4-[6-(trifluorometil)-
benzo[b]tien-1-piperazinabutanamina (base libre del Ejemplo 9b) (1,1 g, 3,1 mmol) en CHCI; (8 ml). Dejar la reaccién
en agitacion a temperatura ambiente durante 63 h, filtrar el sélido resultante, lavar con CHCl; y obtener 677 mg de
producto en forma de un sélido beige. Disolver el sdlido en EtOAc caliente-MeOH (100 ml-2 ml), filtrar y después
afiadir con refrigeracién HCI etéreo para precipitar una sal hidrocloruro. Recoger 869 mg de la sal en forma de un
solido blanco, p.f. 231-234°C. Recristalizar el s6lido en etanol absoluto para obtener 595 mg (37%) del compuesto del
titulo en forma de un sélido blanco, p.f. 240-242°C

Analisis:

Calculado para C,sHyF;N,OS-HCl:  56,97% de C  5,74% de H 10,63% de N
Encontrado: 57,02% de C  5,83% deH 10,68% de N

Ejemplo 12

A

(0

F \ CF,—(

F OH

Trifluoroacetato de 1-(2,6-difluoro-benzo[b Jtien-3-il)-piperazina

ok

12a: Ester terc-butilico del dcido 4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico

Afadir una solucién de dicarbonato de di-terc-butilo (5,15 g, 23,6 mmol) en CHCI; (15 ml), gota a gota, durante 45
min, a una solucién a -65°C de 1-(6-fluorobenzo[b]tiofen-3-il)-piperazina (preparada de acuerdo con el documento US
5.143.923), (2,8 g, 11,8 mmol), 4-(dimetil-amino)piridina (0,16, 1,3 mmol) y diisopropiletilamina (4,3 ml, 3,2 g, 24,8
mmol) en CHCl; (50 ml). Después de que se complete la adicidn, agitar la reaccién a temperatura ambiente durante
20 h y después verter la reaccion en una mezcla fria (5°C) de NaOH acuoso al 5%/EtOAc (150/150 ml). Extraer el
producto en EtOAc, lavar el extracto con H,O y salmuera y concentrar para dar un aceite rojo. Purificar el aceite bruto
sobre gel de silice (EtOAc) para obtener 3,6 g de un aceite rojo, LC/MS m/z = 337 (M+H)".
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OH oo

Br

12b: Ester terc-butilico del dcido 4-(2-bromo-6-fluoro-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico

Afadir N-bromosuccinimida (0,59 g, 3,3 mmol) a una solucién en agitacién de éster terc-butilico del acido 4-(6-
fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina- 1-carboxilico (Ejemplo 12a) (1,00 g, 2,97 mmol) en CHCl; (32,8 ml) y calentar
a reflujo durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente y filtrar. Evaporar el disolvente y purificar el residuo
por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc/heptano, 9:1) para obtener 0,53 g (43%) de un aceite, MS, m/z = 416
M+H)*.

En un procedimiento alternativo, afiadir N-bromosuccinimida (1,319 g, 6,62 mmol) a una solucién en agitacién
de éster terc-butilico del dcido 4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico (Ejemplo 12a) (2,226 g, 6,62
mmol) en CCl, y calentar a reflujo durante 2 h. Dejar enfriar a temperatura ambiente y filtrar. Evaporar el disolvente y
purificar el residuo por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc/heptano, 9:1) para obtener 2,34 g (94%) de un aceite.

Hy

Yo

12¢: Ester terc-butilico del dcido 4-(2-fluoro-6-fluoro-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico

A una temperatura de -65°C, agitar, en una atmésfera de nitrégeno, una solucion del éster terc-butilico del 4cido 4-
(2-bromo-6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico, Ejemplo 12b (15,59 g, 37,55 mmol) en THF anhidro
(247 ml) y afadir, gota a gota, n-butillitio en hexano (2,5 M, 19,53 ml, 48,82 mmol). Agitar durante 30 min y después
afiadir, gota a gota, N-fluorobencenosulfonimida (17,76 g, 56,33 mmol) disuelta en THF anhidro. Agitar durante
una noche a temperatura ambiente, enfriar la reaccién a 0°C y afadir una solucién saturada de NaCl y después agua.
Extraer la mezcla con EtOAc (3 veces), combinar los extractos y lavar con agua y salmuera. Secar el extracto (MgSO,)
y concentrar para obtener 11,0 g de un aceite. Cromatografiar el aceite sobre gel de silice (éter/éter de petréleo, 9:1) y
obtener 6,28 g (52%) de un aceite rojo, MS, m/z, 354 (M+H)".

12d: Trifluoroacetato de 1-(2,6-difluoro-benzo[b Jtien-3-il)-piperazina

Agitar una solucidn de éster terc-butilico del acido 4-(2-fluoro-6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina-1-carbo-
xilico Ejemplo 12¢ (250 mg, 0,70 mmol) en 4cido trifluoroacético (2,2 ml) a temperatura ambiente durante 30 min.
Evaporar el 4cido trifluoroacético y tratar el residuo con éter. Agitar la suspensién a temperatura ambiente durante 2 h
y filtrar el s6lido blanco resultante para obtener 191 mg (56%) de la sal trifluoroacetato. MS, m/z = 255 (M+H)".

Ejemplo 13

/\/\/NHz

J
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4-[6-(2,6-Difluoro-benzo[b Jtien- I -piperazinabutanamina

13a: 2-[4-[4-(6-Fluorobenzo[bJtiofen-3-il)piperazin- 1-il [butilisoindol- 1,3-diona

Agitar y calentar a reflujo en una atmésfera de argén una mezcla de 1-(2,6-difluoro-benzo[b]tien-3-il)-piperazina
(base libre del Ejemplo 12d) (1,48 g, 5,8 mmol), bromobutilftalimida (1,65 g, 5,8 mmol), trietilamina (1,2 ml) y
acetonitrilo (25 ml) durante 4 h. Dejar enfriar la reaccién y después diluir con diclorometano. Lavar la solucién
orgdnica con agua y con una solucién saturada de K,COj; y secar (K,CO;). Concentrar el disolvente y obtener 2,55 g
de un sdlido. Cromatografiar el s6lido sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, 49:1) para obtener 2,1 g de un sélido, p.f.
123-125°C; MS, m/z = 456 (M+H)".

13b: 4-[6-(2,6-Difluoro-benzo[bJtien- 1 -piperazinabutanamina

Agitar una suspension, en una atmésfera de argén, de 2-[4-[4-(6-fluorobenzo[b]tiofen-3-il)piperazin-1-il]butili-
soindol-1,3-diona (Ejemplo 13a) (2,05 g, 4,5 mmol) en MeOH anhidro (30 ml) y afiadir hidrazina (0,5 ml, 15,9
mmol). Calentar a reflujo durante 2,5 h y dejar enfriar a temperatura ambiente. Enfriar la reaccién en un bafio de
hielo y afadir HCI 1 M hasta un valor de pH de ~1. Filtrar la mezcla, enfriar el filtrado en un bafio de hielo y afiadir
NaOH acuoso al 50% para basificar. Extraer la mezcla acuosa con diclorometano, lavar el extracto con H,O, secar con
K,CO; y concentrar para obtener 1,4 g de un aceite, que cristaliza después de un periodo de reposo, LC/MS, m/z = 326
(M+H)*.

Ejemplo 14

1-(4-Metil-fenil)-3-{4-[4-(2,6-difluoro-benzo[b tiofen-3-il)-piperazin- 1 -il ]-butil }-urea

Afadir una solucién de isocianato de 4-metilfenilo (43,3 mg, 0,32 mmol) en CHCIl; (1-2 ml) a una solucién de
4-[6-(trifluorometil)-benzo[b]tien-1-piperazinabutanamina (Ejemplo 13b) (3,5 ml de una solucién 0,086 M en CHCl;,
0,31 mmol) y agitar la reaccién durante 20 h. Filtrar el s6lido resultante o concentrar la reaccién y recoger el sélido
después de la trituracién con EtOAc para obtener 102,7 mg del compuesto del titulo. LC/MS (Ymc005-AQ, 4 x 50 mm;
100% de agua/CH;CN /4cido acético, 94,5:5,0:0,5 durante 1,0 min y después agua/CH;CN/4cido acético, gradiente
lineal de 5,0:94:5:0,5 — 100% (2 min, mantenido durante 4 min), Flujo: 1,0 ml/min) tz = 3,22 min, m/z = 459
M=H)*.
Ejemplos 15-18

Las siguientes condiciones de HPLC se referencian en los Ejemplos 15-18:

Condicién de HPLC I:

A) 95/5/0,1% de Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico,
B) 5/95/0,1% de Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico.

Columna: YMC ODS-A 4 x 50 mm, Caudal: 2 ml/minuto.
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Las condiciones de HPLC iniciales consistian en un caudal de 100% (A) a 2 ml/minuto. Después de la
inyeccidn inicial se realiz6 un gradiente lineal para que a 2 minutos las condiciones de HPLC fueran 100%
de B. Después, estas condiciones se mantuvieron durante 3,4 minutos, momento en el que el sistema volvié
a las condiciones iniciales y se equilibré para el siguiente andlisis.

Condicion de HPLC II:

A) 95/5/0,1% de Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico,
B) 5/95/0,1% de Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico.
Columna: YMC ODS-A 2 x 50 mm, Caudal = 1 ml/minuto.

Las condiciones de HPLC iniciales consistian en un caudal de 100% (A) a 0,1 ml/minuto. Después de la
inyeccion inicial se realiz6 un gradiente lineal para que a 2 minutos las condiciones de HPLC fueran 100%
de B. Después, estas condiciones se mantuvieron durante 3,5 minutos, momento en el que el sistema volvid
a las condiciones iniciales y se equilibré para el siguiente andlisis.

Condicién de HPLC III:

A) 95/5/0,5% de Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico,
B) 5/95/0,5% de Agua/Acetonitrilo/Acido Foérmico.
Columna: YMC ODS-A 4 x 50 mm, Caudal = 2 ml/minuto.

Las condiciones de HPLC iniciales consistian en un caudal de 100% (A) a 2 ml/minuto. Después de la
inyeccidn inicial se realiz6 un gradiente lineal para que a 2 minutos las condiciones de HPLC fueran 100%
de B. Después, estas condiciones se mantuvieron durante 3,4 minutos, momento en el que el sistema volvid
a las condiciones iniciales y se equilibr6 para el siguiente analisis.

Ejemplo 15
1-{4-[4-(6-Metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-ilJ-butil }-3-(sustituido )fenil-ureas y bis-ureas

15a: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[ 1-(3-bromo-4-metil-tiofen-2-il)-metanoil |-piperidina- 1-car-

boxilico
SSItO
\ . N\!)(OY

HC

En condiciones inertes, afiadir una solucién 2,0 M (en tetrahidrofurano/n-heptano) de diisopropilamida de litio
(29,65 mmol, 14,83 ml, 1,05 equivalentes) a una solucién fria (-78°C) de 3-bromo-4-metiltiofeno (28,24 mmol, 5,00
g, 1,00 equivalentes) en tetrahidrofurano seco (27,33 ml). Agitar a -78°C durante 1 hora y afadir gota a gota una
solucién de éster terc-butilico del dcido 4-(metoxi-metil-carbamoil)-piperidina-1-carboxilico (28,24 mmol, 7,69 g,
1,00 equivalentes). Continuar la agitacién a -78°C durante 3 horas. Inactivar la mezcla de reaccién con cloruro de
amonio saturado (acuoso, 55 ml) y dejar calentar a temperatura ambiente. Extraer la mezcla de reaccién con una mezcla
de acetato de etilo:éter dietilico (1:1, 3 x 40 ml). Combinar los extractos y secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y
evaporar. Purificar el residuo por cromatografia ultrarrdpida en columna usando una mezcla de n-heptano:acetato de
etilo (4:1) para producir un sélido cristalino amarillo (9,84 g).

MS (Cl, metano) m/e 388 (MH*), LC/MS (APCI), m/e 288 (M-100), tiempo de retencién 2 min. 43 seg. Condicién
L
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15b: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-4-metil-tiofen-2-il)- 1 -hidroxiimino-metil |-piperi-
dina-1-carboxilico

Afadir hidrocloruro de hidréxido de amonio (50,68 mmol, 3,52 g, 2,00 equivalentes) a una solucién agitada de
éster terc-butilico del 4cido 4-[1-(3-bromo-4-metil-tiofen-2-il)-metanoil]-piperidina-1-carboxilico (25,54 mol, 9,84 g,
1,00 equivalentes) en piridina (47,5 ml). Agitar a temperatura ambiente durante una noche y a 70°C durante 4 horas.
Enfriar la mezcla de reaccién y afiadir acido clorhidrico (solucién 3 M, 115 ml). Extraer la mezcla de reaccién con
diclorometano (115 ml), filtrar la capa orgénica, lavar con agua (100 ml), secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y
evaporar. Recristalizar el residuo resultante en tolueno para producir un sélido blanco (4,84 g). LC/MS (APCI), m/e
403 (MH"), tiempo de retencién 2 min. 32 seg. Condicién 1.

15c¢: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidina-1-carboxilico

Is/l X

H
< o

Afadir carbonato de cesio (3,72 mmol, 1,21 g, 1,50 equivalentes) y yoduro de cobre (0,25 mmol, 47 mg, 0,10
equivalentes) a una solucién agitada de éster terc-butilico del 4cido 4-[1-(3-bromo-4-metil-tiofen-2-il)-1-hidroxiimino-
metil]-piperidina-1-carboxilico (2,48 mmol, 1,00 g, 1,00 equivalentes) en 2-metoxietanol (25 ml). Agitar la mezcla
resultante a temperatura ambiente durante una noche y filtrar para retirar el material inorganico. Concentrar el filtrado
y repartir el aceite resultante entre acetato de etilo (75 ml) y agua (25 ml). Extraer la capa acuosa con acetato de
etilo (2 x 75 ml) y lavar las capas orgdnicas combinadas con cloruro sédico saturado (acuoso, 25 ml), secar sobre
sulfato de magnesio, filtrar y evaporar. Purificar el residuo por cromatografia ultrarrdpida en columna eluyendo con
n-heptano:acetato de etilo (4:1) para producir un sélido blanco (588 mg). MS (Cl, metano) m/e 323 (MH*), LC/MS
(ESI), m/e 345 (MNa*), tiempo de retencién 2,05 minutos. Condicién II.

15d: Preparacion de hidrocloruro de 6-metil-3-piperidin-4-il-tieno[2,3-dJisoxazol

Agitar una solucién de éster terc-butilico del dcido 4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidina-1-carboxilico
(8,84 mmol, 2,85 g, 1,00 equivalentes) en dcido clorhidrico (48,75 ml, solucién 1 M en éter dietilico) y metanol (2,00
ml) a temperatura ambiente durante 3,5 horas. Filtrar la suspension, recoger el sélido blanco y secar para producir
el producto deseado (659 mg). Dejar envejecer las aguas madre durante una noche, filtrar, recoger el sélido blanco y
secar para producir mas cantidad del producto deseado (1,252 g). LC/MS (ESI), m/e 223 (MH*), tiempo de retencién
1,14 minutos. Condicion II.

15e: Preparacion de 4-[4-(6-metil-tieno[2,3-dJisoxazol-3-il)-piperidin- 1-il |-butironitrilo

s NTTN"NcN
QYO
H,C

/
o—N

Afadir carbonato potasico (17,72 mmol, 2,45 g, 2,40 equivalentes), yoduro potasico (0,73 mmol, 123 mg, 0,10
equivalentes) y 4-bromobutironitrilo (8,86 mmol, 0,88 ml, 1,20 equivalentes) a una solucién agitada de hidrocloruro de
6-metil-3-piperidin-4-il-tieno[2,3-d]isoxazol (7,38 mmol, 1,91 g, 1,00 equivalentes) en acetonitrilo (10,84 ml) y agua
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(3,60 ml). Agitar la mezcla resultante a la temperatura de reflujo durante una noche. Enfriar a temperatura ambiente,
filtrar la mezcla de reaccidn, lavar el material s6lido recogido con diclorometano y evaporar el filtrado. Recoger el
residuo en diclorometano (45 ml), lavar con hidréxido sédico (acuoso, 18 ml, 2 M), agua (18 ml) e hidréxido sédico
saturado (acuoso, 18 ml), secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y evaporar. Purificar el residuo por cromatografia
ultrarrdpida en columna usando un gradiente y eluyendo con una mezcla de n-heptano:acetato de etilo (0,5:9,5) a
acetato de etilo (100%) para producir el producto deseado en forma de un aceite pardo (663 mg). LC/MS (ESI), m/e
290 (MH™), tiempo de retencién 1,19 minutos. Condicién 11

15f: Preparacion de 4-[4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-il ]-butilamina

[
e ~ ]
o—-N

En condiciones inertes, aiadir hidruro de litio y aluminio (3,42 mmol, 3,42 ml, 1,50 equivalentes, solucién 1,0 M en
tetrahidrofurano) a una solucién agitada de 4-[4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-il]-butironitrilo (2,28
mmol, 660 mg, 1,00 equivalentes) en tetrahidrofurano (seco, 12,86 ml). Agitar la solucién resultante a temperatura
ambiente durante 2,5 horas. Inactivar la mezcla de reaccién mediante la adicién de agua (0,16 ml), después hidréxido
sddico (acuoso, 0,16 ml, solucién 2 M) y después agua (0,5 ml). Diluir la suspension resultante con diclorometano
(16 ml) y agita vigorosamente durante 30 minutos. Filtrar la mezcla resultante a través de un lecho de celite®, secar
sobre sulfato de magnesio, filtrar y evaporar para producir el producto deseado (457 mg) en forma de un aceite pardo.
LC/MS (ESI), m/e 294 (MH™"), tiempo de retencién 0,56 minutos. Condicién II.

Las siguientes 1-{4-[4-(6-Metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-il]-butil }-3-(sustituido)fenil-ureas y bis-
ureas se prepararon usando 4-[4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-il]-butilamina (15f) y realizando los
procedimientos que se encuentran en la siguiente tabla:

Ndmero de Producto LC/MS (ESI) Condicién Hll
Compuesto
‘ 15-1 /[}YO‘/\NNYNO mle 457 (MH"), tiempo de
' -H ° ?\ retencion 1,40 minutos
15-2 /E%/O/WNYN m/e 427 (MH"), tiempo de
° retencion 1,40 minutos
o-N
15-3 s NN N F m/e 431 (MH"), tiempo de
JQ\,(O \3’ b retencién 1,38 minutos
O-N
; 154 M/\/\r"\g" m/e 431 (MH"), tiempo de
! retencién 1,39 minutos
! o-N
i
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| Namero de Producto LC/MS (ESI) Condicién Ii
Compuesto
15-5 WWNYNQ m/e 443 (MH"), tiempo de
- ° P retenciéon 1,38 minutos
F + i
15-6 s AN i m/e 515 (MH"), tiempo de
j o F retenciéon 1,52 minutos
o-N
15-7 J m/e 620 (MH"), tiempo de
i retencién 1,65 minutos
|
o
| lW\’\,n
‘ -
O-N 4 Q
] 0
N
| 15-8 F m/e 567 (MH"), tiempo de
§ s ) Z retencién 1,62 minutos
N
'\’\,T )
O-N { ),P
; 15-9 Q,o\ m/e 592 (MH"), tiempo de
o?’N retencién 1,59 minutos
L
- RO
15-10 m/e 736 (MH"), tiempo de
o Q:Fé retencion 1,80 minutos
/Q)/O—\’\—N N
o-N p. é’[
F F

Afiadir una solucién de 4-[4-(6-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidin-1-il]-butilamina (0,26 mmol, 75 mg, 1,00
equivalentes) en diclorometano (1,00 ml) al isocianato deseado (0,50 mmol, 1,95 equivalentes). Agitar cada mezcla
de reaccién durante una noche a temperatura ambiente, evaporar y purificar las mezclas de reaccién por cromatografia
ultrarrdpida en columna (ISCO Combi Flash) usando un gradiente y eluyendo con acetato de etilo (100%) a una mezcla
de etanol en acetato de etilo (1,5:8,5). Concentrar para dar cada producto deseado
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Preparacion de 1-{4-[4-(6-Fluoro-benzo[b Jtiofen-3-il)-[ 1,4 ]diazepan-1-il]-butil }-3-(sustituido )fenil-ureas

H
1
i
i

Namero de

Compuesto

Producto

LC/MS (APCI)
Condicién I

16-1

(rj"lf"w O

m/e 455 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 44
seg.

16-2

m/e 455 (MH"), tiempo
de retencién 1 min. 45

seg.

16-3

m/e 475 (MH"), tiempo
de retencién 1 min.46

seg.

16-4

m/e 459 (MH’), tiempo
de retencion 1 min. 42
seg.

16-5

m/e 459 (MH"), tiempo
de retencién 1 min. 43

seg.

16-6

m/e 509 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 47
seg.

16-7

m/e 471 (MH"), tiempo
de retencidén 1 min. 41

seg.

16-8

m/e 519 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 47

Seaq.
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Numero de

Compuesto

Producto

LC/MS (APCI)
Condiciéon il

seg.

16-9

roE

0

mle 471 (MH"), tiempo |
de retencion 1 min. 42
seg.

ety o i i

16-10

F

orO-E

a

m/e 475 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 46

seg.

16-11

L0

\_s

m/e 477 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 43

seg.

16-12

Y OE

m/e 509 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 48

seg.

16-13

m/e 519 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 47
seg.

16-14

ST 0O

m/e 525 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 49

seg.

16-15

: TN\/\/\N/\ g

F
F

m/e 577 (MH"), tiempo
de retenciéon 1 min. 55
seg.

16-16

oro&

m/e 543 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 51
seg.

16-17

oro&

m/e 543 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 51

seq.
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Numero de

Compuesto

Producto

LC/MS (APCI)
Condicion Ill

seg.

16-18

m/e 477 (MH"), tiempo
de retencidén 1 min. 46
seg.

16-19

m/e 509 (MH"), tiempo
de retencién 1 min. 51

seg.

16-20

m/e 487 (MH®), tiempo
de retencién 1 min. 46

seg.

16-21

m/e 483 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 39
seg.

16-22

m/e 483 (MH"), tiempo
de retencién 1 min. 40

seg.

16-23

m/e 483 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 50

seg.

16-24

m/e 485 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 44
seg.

16-25

m/e 466 (MH"), tiempo
de retencién 1 min. 43

seg.

16-26.

m/e 531 (MH"), tiempo
de retencion 1 min. 39
seg.
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Numero de Producto LC/MS (APCI)
Compuesto Condicién il
16-27 e F . F 1 m/e 527 (MH"), tiempo
;j\(j;\l.f“ it /\"‘g de retencion 1 min. 49
seg.
i
| 1628 rLr ¢ | mle 527 (MH"), tiempo
' ISy g de retencién, 1 min. 43
£ O U S seg.
16-29 P E F | m/e 527 (MH"), tiempo
| =>LVU\>’ NYNNO de retencién 1 min. 50
(=]
s seg.
16-30 m/e 459 (MH’), tiempo

o0&

de retencion 1 min. 42
seg.

Los compuestos anteriores se prepararon de manera andloga al Ejemplo 15. Evaporar las fracciones puras de una
purificacion realizada por cromatografia ultrarrdpida en columna (ISCO Combi Flash) para producir cada compuesto
en forma de un aceite. Secar cada aceite en la bomba de vacio para dar los compuestos finales deseados.

Ejemplo 17

Acido 4-(5-metil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidina- 1 -carboxilico

OH

17a: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metil-tiofen-2-il)-metanoil |-piperidina-1-car-

boxilico

H,C

S

N\ o N\g/oﬁ/

Se prepara esencialmente como en el Ejemplo 15a con la excepcién de que se usa 2-bromo-5-metiltiofeno como
material de partida. Ademas, se usan 1,20 equivalentes de diisopropilamida de litio y 1,24 equivalentes de éster terc-
butilico del 4cido 4-(metoxi-metil-carbamoil)-piperidina- 1 -carboxilico para la reaccién. Por consiguiente, el tiempo de
agitacion de la mezcla de reaccidn puede variar. La purificacion del residuo por cromatografia ultrarrdpida en columna
usa un gradiente con una mezcla de acetato de etilo:n-heptano (1:9) a acetato de etilo:n-heptano (2:8) para producir un
aceite amarillo. LC/MS (ESI), m/e 332 (M-56) y 388 (MH"), tiempo de retencion 2,15 minutos. Condicién II.
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17b: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metil-tiofen-2-il)- 1 -hidroxiimino-metil |-piperi-
dina-1-carboxilico

,OH
N
\
o]
\ N
HETN Br \g

\f_

Se prepara esencialmente como el Ejemplo 15b con la excepcioén de que se usa éster terc-butilico del 4cido 4-
[1-(3-bromo-5-metil-tiofen-2-il)-metanoil]-piperidina-1-carboxilico como material de partida y la mezcla de reaccion
se agita a 70°C durante 6 horas. LC/MS (ESI), m/e 347 (M-56) y 403 (MH"), tiempo de retencién 2,03 minutos.
Condicion II.

17c: Preparacion de dcido 4-(5-metil-tieno[2,3-dJisoxazol-3-il)-piperidina- 1-carboxilico

, OH

Se prepara esencialmente como el Ejemplo 15¢ con la excepcidon de que se usa éster terc-butilico del acido 4-[1-
(3-bromo-5-metil-tiofen-2-il)- 1-hidroxiimino-metil ]-piperidina- 1-carboxilico como material de partida. Las otras dos
diferencias son: 1) se usan 0,05 equivalentes de yoduro de cobre, y 2) no se realiza reparticion entre acetato de etilo
y agua por lo que se requiere extraccion posterior con acetato de etilo. La purificacién del residuo por cromatografia
ultrarrdpida en columna usa una mezcla de acetato de etilo:n-heptano (1:4) para producir un sélido blanco. LC/MS
(ESI), m/e 345 (MNa*), tiempo de retencién 2,12 minutos. Condicién II.

Ejemplo 18

Hidrocloruro de 5-metoximetil-3-piperidin-4-il-tieno[2,3-d]isoxazol

H
H,C~
Cl
L7 H
o
18a: Preparacion de (4-bromo-tiofen-2-il)-metanol
HO S
A
Br

En condiciones inertes, afiadir gota a gota borohidruro sédico (13,82 mmol, 0,523 g, 2,08 equivalentes) en etanol
absoluto (16 ml) durante un periodo de 15 minutos a una mezcla agitada de 4-bromotiofeno-2-carboxaldehido (26,58
mmol, 5,08 g, 1,00 equivalentes) en etanol absoluto frio (0°C) (32 ml). Agitar la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 2,5 horas y afiadir gota a gota dcido acético glacial hasta que cese la efervescencia. Evaporar la
solucién resultante, recoger el residuo en éter dietilico (75 ml), lavar con agua (15 ml) y salmuera (15 ml) y secar
sobre sulfato de magnesio. Filtrar y evaporar para producir el producto en forma de un aceite incoloro (5,13 g).

18b: Preparacion de 4-bromo-2-metoximetil-tiofeno

H,C'o\/@\m
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Afiadir hidruro sédico (737 mg, 29,23 mmol, 1,10 equivalentes, 95%) a una solucién que contiene yoduro de metilo
(1,65 ml, 26,57 mmol, 1,00 equivalentes) y (4-bromo-tiofen-2-il)-metanol (5,13 g, 26,57 mmol, 1,00 equivalentes) en
tetrahidrofurano (seco, 25 ml). Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente durante una noche y evaporar.
Repartir el residuo entre agua (100 ml) y diclorometano (100 ml). Extraer la capa acuosa con diclorometano (100 ml),
combinar las capas orgdnicas, secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y evaporar para producir el producto deseado en
forma de un aceite amarillo.

18c: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-2-il)-metanoil |-piperidina-
1-carboxilico

-0,
HC \\ Br o

\<_

Afadir diisopropilamida de litio (13,20 ml, 26,37 mmol, 1,05 equivalentes) a una solucion agitada y enfriada (-
78°C) de 4-bromo-2-metoximetil-tiofeno (5,20 g, 25,11 mmol, 1,00 equivalentes) en tetrahidrofurano (seco, 24,30
ml). Agitar a -78°C durante | hora y afiadir gota a gota una solucién de éster terc-butilico del dcido 4-(metoxi-metil-
carbamoil)-piperidina-1-carboxilico (6,84 g, 25,11 mmol, 1,00 equivalentes) en tetrahidrofurano (seco, 16,40 ml).
Agitar la solucién resultante a -78°C durante 3 horas. Inactivar la mezcla de reaccién con cloruro sédico saturado
(acuoso, 50 ml). Dejar calentar la mezcla resultante a temperatura ambiente y extraer con una mezcla de acetato de
etilo:éter dietilico (1:1,3 x 35 ml). Combinar los extractos, secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y evaporar. Purificar
el residuo por cromatografia ultrarrdpida en columna eluyendo con una mezcla de n-heptano:acetato de etilo (4:1) para
producir el producto deseado en forma de un aceite amarillo (9,47 g). LC/MS (ESI), m/e 362 (M-56) y 418 (MH"),
tiempo de retencién 2,08 minutos. Condicién II.

18d: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-2-il)- I-hidroxiimino-metil |-
piperidina-1-carboxilico

OH
K.
\
O
<
-0
HC \\ B Lo}

Anadir clorhidrato de hidroxilamina (2,29 g, 45,27 mmol, 2,00 equivalentes) a una solucion agitada de éster terc-
butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-2-il)-metanoil]-piperidina- 1-carboxilico (9,47 g, 22,64 mmol,
1,00 equivalentes) en piridina (42,40 ml). Agitar la solucién resultante a temperatura ambiente durante una noche y
después a 70°C durante 4 horas. Enfriar ligeramente la mezcla de reaccién, afiadir acido clorhidrico (3 N, 100 ml) y
extraer la mezcla resultante con diclorometano (100 ml). Lavar el extracto con agua (100 ml), secar sobre sulfato de
magnesio, filtrar y evaporar para producir el producto deseado en forma de un aceite amarillo (9,48 g).

18e: Preparacion de éster terc-butilico del dcido 4-(5-metoximetil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidina-1-carbo-

xilico
”’“"LCT(Q >
\ / )
o

Afadir carbonato de cesio (1,13 g, 3,46 mmol, 1,50 equivalentes) y yoduro de cobre (44 mg, 0,23 mmol, 0,10
equivalentes) a una solucién agitada de éster terc-butilico del dcido 4-[1-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-2-il)-1-hidro-
xiimino-metil]-piperidina-1-carboxilico (1,00 g, 2,31 mmol, 1,00 equivalentes) en 2-metoxietanol (23,30 ml). Agitar
la mezcla resultante a temperatura ambiente durante una noche o hasta 3 dias y filtrar a través de celite. Evaporar el
filtrado, repartir el residuo entre acetato de etilo (70 ml) y agua (23 ml) y separar. Extraer la capa acuosa con acetato de
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etilo (3 x 70 ml), combinar las capas orgdnicas, secar sobre sulfato de magnesio, filtrar y evaporar. Purificar el residuo
por cromatografia ultrarrdpida en columna eluyendo con una mezcla de hexano:acetato de etilo (4:1) para producir el
producto deseado en forma de un aceite amarillo. LC/MS (ESI), m/e 375 (MNa"), tiempo de retencién 1,98 minutos.
Condicion II.

18f: Preparacion de hidrocloruro de 5-metoximetil-3-piperidin-4-il-tieno[ 2, 3-dJisoxazol

HyC,

\/,\N
O

Agitar una solucién de éster terc-butilico del dcido 4-(5-metoximetil-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il)-piperidina-1-car-
boxilico (2,21 g, 6,68 mmol, 1,00 equivalentes) y 4cido clorhidrico (1,0 M en éter dietilico, 35 ml) durante una noche
para formar una suspension. Afiadir més dcido clorhidrico (1,0 M en éter dietilico, 10 ml). Agitar la suspension durante
una noche, filtrar y lavar el s6lido con éter. Recoger el sélido y secar para producir el producto deseado en forma de
un s6lido azul oscuro. LC/MS (ESI), m/e 253 (MH"), tiempo de retencién 1,17 minutos. Condicién II.

Ejemplo 19
Esquema V
Jou
CF; NO, CO/N/
V-1 Hy V-4
tioglicolato de metiio
LiOH, NMP HNA~~~on
93% mM
CF3 S~ "COOMe H
V2
0,5 equiv. de piperazina o OH
NMP, xilenos
150-180 °C " v-5
; MsCl
' DIEA,CH,CI,
83%
S
s v-3
OMs
1. piperazina, p-TSA, NMP, 160 °C (o]
2_ tratamiento de extraccion Hy
HCVELO V-6
87% de V-2
N(\NH 1. chOSI THF
2. CHSO,OH, n-PrOH
CF; * HCH 7%

V-3a (\

O ek O

3
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General: La cromatografia de gases/espectroscopia de masas se realizé usando un sistema HP Model 5972 con
las siguientes condiciones: columna de 0,25 mm x 30 m, HP SMS, silicona Ph Me al 5% reticulada, densidad de la
pelicula 0,25 y; inyector a 250°C; detector a 280°C; 50°C durante 1 min, aumentando a 20°C/min hasta 300°C, 300°C
durante 5 min a 10 min.

2-Carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo[b Jtiofeno (V-2)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 equipado con un agitador mecédnico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar, se cargé con 1,20 kg (5,55 mol) de 2-nitro-4-trifluorometilbenzonitrilo, 496 ml (589,3 g, 5,55
mol) de tioglicolato de metilo y 4,3 1 de NMP. La solucién amarilla resultante se enfrié (bafio a -10°C) a 1°C y se
afiadi6 una solucién preparada a partir de 466,0 g (11,11 mol, 2,0 equiv.) de hidréxido de litio monohidrato en 3,36
1 de agua durante un periodo de 2 h mientras se mantenia una temperatura de 2-16°C. La suspension castafia-naranja
se agité a 0-8°C durante 45 min y después se diluyé con 8,0 1 de agua (T, -> 21°C). Después de agitar durante 30
min y enfriar a 14°C, el producto se recogié por filtracién, aclarando con 15 1 de agua y después se secé al aire a
temperatura ambiente para dar 1,43 kg (rendimiento de 93,5%) de 2-carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo-[b]
tiofeno, en forma de un sélido amarillo claro.

Hidrocloruro de 3-piperazinil-6-trifluorometilbenzo[b Jtiofeno (V-3a)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 equipado con un agitador mecanico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar, se carg6 con 1,42 kg (5,17 mol) de 2-carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo-[b]tiofeno (V-
2),245,0 g (2,84 mol, 0,55 equiv.) de piperazina, 5,0 l de NMP y 720 ml de xileno. La solucién se calentd y se mantuvo
a 165 -176°C durante 4,5 h, momento en el que la reaccién se completd en aprox. 97% segtin se determiné mediante
ensayo por hplc. A la solucién parda se le afadieron un total de 2,00 kg (23,22 mol, 4,5 equiv.) de piperazina (T
-> 120°C) y 1,97 kg (10,36 mol, 2,0 equiv.) de acido p-toluenosulfénico monohidrato (exotermia observada, 120 >
140°C). Se conect6 un purgador Dean-Stark al condensador y la reaccion se calentd para recoger un azedtropo. Se
retir6 un total de 350 ml de un destilado acuoso, dejando que la temperatura del recipiente aumentara de 140 a 158°C.
El purgador Dean-Stark se desconecté. El progreso de la reaccion se controlé mediante ensayos por GC/MS. Después
de 12 h a aprox. 158-162°C (conversiéon de >99% por ensayo GC/MS), la reaccion se enfrié a 40°C y después se
interrumpid en un extractor que contenia 6,2 kg de hielo, 151 de agua y 10,6 1 de tolueno. Las fases se separaron y la
capa acuosa se extrajo con 2 1 de tolueno. El extracto organico combinado se lavé con 13,7 1 de NaOH 0,5 N seguido
de 2,5 1 de NaCl ac. saturado y después se extrajo con 10 1 de HCI 1 N. El extracto acuoso 4cido se diluy6 con 1,2 kg
de hielo y después se basificé a pH 10,7 afiadiendo 770 g de NaOH al 50%. La mezcla resultante se extrajo con 11 1de
tolueno. El extracto de tolueno se lavé con 2,5 1 de NaCl ac. saturado, se secé (Na,SO,) y se filtré. El filtrado se cargd
en un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 (atmdsfera de N,, agitacion mecdnica, sonda TP). Se afiadié un
total de 4,5 1 de HCl etéreo 1 N a 20-27°C hasta que la mezcla fue positiva al papel indicador Congo Red. Después de
agitar a temperatura ambiente durante 35 min, la suspension se filtré y se lavé con 5 1 de tolueno. Después de secar al
aire, se obtuvieron 1,44 kg (rendimiento de 86,5%) de hidrocloruro de 3-piperazinil-6-trifluorometilbenzo[b]tiofeno
(V-3a) en forma de un s6lido rosa-beige claro.

N-(4-Hidroxibutil)-N’-(4-tolil)urea (V-5)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 12 1 equipado con un agitador mecanico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar, se cargé con 8 1 de cloruro de metileno y 367,7 g (4,13 moles, 1,10 equiv.) de 4-amino-1-butanol
y la solucidn resultante se enfrié a 0-5°C. Se afiadié una solucién de 499,3 g (3,75 moles, 1,00 equiv.) de isocianato de
4-tolilo en 0,5 1 de cloruro de metileno durante un periodo de 2,5 h mientras se mantenia una temperatura de 0-12°C.
La suspensién blanca se agit6 durante 1 h a 0-10°C, después se filtrd, se lavé con 3 1 de cloruro de metileno y se secéd
al aire para producir 0,83 kg (99,9%) de N-(4-hidroxibutil)-N’-(4-tolil)urea (V-5) en forma de un sélido blanco.

N-(4-Butilmesilato)-N’-(4-tolil )urea (V-6)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 equipado con un agitador mecanico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar, se cargé con 2,057 kg (9,25 moles) de N-(4-hidroxibutil)-N’-(4-tolil)urea (V-5), 13 1 de DCM
y 2,021(1,5 kg, 11,57 mol, 1,25 equiv.) de diisopropiletilamina. La suspension blanca se enfrié a 6°C y se afiadié una
solucién de 1,22 kg (10,64 mol, 1,15 equiv.) de cloruro de metanosulfonilo en 0,25 1 de DCM durante un periodo de
aprox. 2 h mientras se mantenia una temperatura del recipiente de 5-12°C. Después de agitar durante 10 min a 5 -10°C
(conversién de 100% mediante ensayo por hplc) la solucién amarilla clara se inactivé en un extractor que contenia 9 1
de HC1 1 N. Se separaron las fases. La fase orgédnica se lavé con 9 1 de HCI 1 N, se lav6 con 9 1 de NaHCO; ac. al 5%,
se secd (MgS0,), se filtr6 y después se concentrd parcialmente (30°C, 150 mbar) hasta una masa de 6,41 kg. Después
de agitar en un bafio de hielo durante 30 min, la suspension resultante se filtrd, se lavé con 2 1 de DCM frio y se sec6d
al aire para dar 2,32 kg (83,4%) de N-(4-butilmesilato)-N’-(4-tolil)urea (V-6) en forma de un sélido blanco.

1-p-Tolil-3-[4-[4-(6-trifluorometilbenzo[ b Jtieni-3-il )piperazin-1-il Jbutil ]-urea (V-7, base libre)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 I equipado con un agitador mecénico, un burbujeador de ni-
trégeno y una sonda termopar se cargé con 1,42 kg (4,40 mol) de V-3a, 1,757 kg (5,85 mol, 1,33 equiv.) de N-(4-
butilmesilato)-N’-(4-tolil)urea (V-6), 4,26 1 de THF, 1,23 1 de agua y 1,52 kg (11,00 mol, 2,50 equiv.) de K,CO;.
Usando un controlador de temperatura, la mezcla bifésica se calenté a 48-51°C durante 22 h. La suspensién pegajosa
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resultante se cargé en un reactor de acero vidriado de 75,71 1 (20 galones) junto con aclarados de 9,8 1 de THF y 1,05
1 de agua y se calent6 a reflujo (65°C). A la mezcla bifésica se le afiadié una cantidad total de 13,1 1 de agua durante
un periodo de aprox. 10 min, tiempo durante el cual la temperatura disminuyé a aprox. 60°C. Después, la extraccién
se enfrié lentamente (se produjo la cristalizacién a 43°C) a 0-5°C y se dej6 envejecer a esta temperatura durante 30
min, después se filtrd, se aclaré en suspension en varias porciones usando una mezcla fria de 5 1 de THF/0,42 | de agua
y se realiz6é un aclarado con 3 x 12 1 de agua. Después de secar al aire, se obtuvieron 1,72 kg (79,7%) de 1-p-tolil-
3-[4-[4-(6-trifluorometilbenzo[b]tieni-3-il)piperazin- 1 -ilJbutil]-urea (V-7, base libre) en forma de un s6lido esponjoso
blanco.

Metanosulfonato de 1-p-tolil-3-[4-[4-(6-trifluorometilbenzo[b Jtieni-3-il )piperazin-1-il Jbutil ]-urea (V-7)

Un matraz de fondo redondo, de 3 bocas y de 22 1 equipado con un agitador mecédnico, un burbujeador de nitrégeno
y una sonda termopar, se cargd con 4,045 kg (8,245 mol) de V-7 (base libre) y 11 1 de n-propanol. Se afiadi6 en una
porcién una solucién de 792,4 g (8,245, 1,00 equiv.) de dcido metanosulfénico en 1 1 de n-propanol. Se observé
una exotermia (T -> 39°C) y la mezcla se hizo casi homogénea al final de la adicién. La mezcla se calenté a 92°C,
temperatura a la cual se disolvieron todos los sélidos. La solucién se filtré a través de una frita gruesa para retirar
una pequefia cantidad de materia extrana. El filtrado rojo-pardo transparente se cargd en un reactor de acero vidriado
de 75,71 1 (20 galones) junto con un aclarado de 3,3 1 de n-PrOH. Después de enfriar lentamente y sembrar a 51°C,
comenzd la cristalizacién a 47°C. Después de otra cristalizacién y refrigeracion a 37°C, la suspensién se hizo muy
pegajosa y se diluyé con 12,1 1 de n-PrOH. Después de enfriar a 0-10°C y de agitar durante 60 min, el producto se
recogio por filtracidn, aclarando con 5 1 de n-PrOH frio y secando (horno de bandeja, 105-115°C, 100 mm, desagiie de
N,) para dar 4,67 kg (96,5) de metanosulfonato de 1-p-tolil-3-[4-[4-(6-trifluorometilbenzo[b]tieni-3-il)piperazin-1-il]
butil]Jurea (V-7)), en forma de un s6lido de color blanco a blanquecino.

Ejemplo 20

y
e

Sintesis de piperazina-tienilisoxazol! protegido con BOC

3-Bromotiofeno-2-carbaldehido oxima

Se afiadi6 en una porcién 3-bromotiofeno-2-carbaldehido (Maybridge) (28,7 g, 0,15 mol) en etanol (50 ml) a una
solucién de clorhidrato de hidroxilamina (13,8 g, 0,2 mol), hidréxido sédico (8 g, 0,2 mol) en agua (30 ml) y etanol
(100 ml). La mezcla se agité a 0°C durante 2 horas y se mantuvo a 0°C durante una noche. La mezcla de reaccién se
diluyé con agua fria (600 ml) y los sélidos precipitados se recogieron por filtracién para proporcionar 20,5 g (67%)
de producto. La capa acuosa se extrajo de nuevo con acetato de etilo y las capas orgdnicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio para dar 6,9 g mas de producto.

Cloruro de 3-bromotiofeno-2-hidroximidoilo

A una solucién de 3-bromotiofeno-2-carbaldehido oxima (10,8 g, 52,4 mmol) y cloruro de hidrégeno (14,5 ml, 4
M en dioxano) en DMF (100 ml) se le afiadi6 en una porcién oxone (16,9 g, 1,05 equiv.) a temperatura ambiente. La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. Al final de la reaccién, una solucién de DMF se vertid
en agua y el producto se extrajo en acetato de etilo. La solucién organica se lavé con salmuera, se secé sobre sulfato
de magnesio, se filtr6 y se concentré al vacio para dar 12,68 g de producto que se usé en la siguiente reaccién sin
purificacién adicional.

(4-t-Butoxicarbonilpiperazinil )-3-bromo-2-tienil metanona oxima

Se afiadi6 gota a gota cloruro de 3-bromotiofeno-2-hidroximidoilo (16,4 g, 68 mmol) en tetrahidrofurano (THF, 70
ml) a una solucién de N-(t-butoxicarbonil)piperazina (14 g, 1,1 equiv.) y DABCO (9,5 g, 1,25 equiv.) en DMF (100
ml) a 0°C durante 25 minutos. La mezcla se agit6 durante 3,5 h. Al final, la mezcla se vertié en agua y se extrajo con
acetato de etilo. El extracto orgdnico se lavd con salmuera y se sec sobre sulfato de magnesio. El disolvente se retird
en un evaporador rotatorio. El producto bruto (30,5 g) se purificé por cromatografia sobre un cartucho Biotage (400
g de gel de silice), eluyendo con metanol en diclorometano (0-5% de MeOH). El producto obtenido de esta manera
pesaba 24,6 g (85%).
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(t-BOC-piperazina)-3-tienilbencisoxazol

Una mezcla de (4-t-butoxicarbonilpiperazinil)-3-bromo-2-tienil metanona oxima (10,3 g, 26,4 mmol), carbonato
de cesio (10,7 g, 32,7 mmol) y yoduro de cobre (500 mg) en metoxietanol (200 ml) se agité a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo y se lavo con agua. La solucién acuosa se
extrajo tres veces con acetato de etilo. La solucién orgénica (cantidad total 600 ml) se lavé con salmuera, se secd sobre
sulfato de magnesio y después se concentrd para dar un aceite (~10 g). Este material se purificé por cromatografia
usando un cartucho Biotage (120 g de gel de silice, eluyendo con Metanol al 0-8% en diclorometano). El producto se
obtuvo de esta manera en forma de un aceite claro (5,1 g, 62%).

Ejemplo 21
El siguiente esquema ejemplifica la sintesis de un intermedio C14 radiomarcado {itil para la preparacién de ciertos

compuestos incluidos en el alcance de la presente invencion.

Esquema VI

KCN . Vi-2a
CusO, — CuCN ~— >
Na,S,0g Vi-1 FL 0, LiOH
Vi-2
Me H
H, HN Ha N
| _— | Yida
ettt
FC OMe FL p-TSOH
Vi3 yia

FE
ViS

General: Se realiz6 cromatografia analitica de capa fina (TLC) sobre placas de TLC E. Merck con gel de silice
60 F,s, (0,25 mm). Las placas de TLC usadas en el andlisis de muestras radiactivas se exploraron en un BIOSCAN
system 2000 Imaging Scanner usando gas P-10 (10% de metano, 90% de argén). La identidad de los intermedios se
establecio por comigracién en radio-TLC y/o radio-HPLC con las muestras patrén de andlogos no marcados. Se realizd
cromatografia ultrarrdpida usando gel de silice con un tamafio de particulas de 40-63 um. La actividad especifica se
determiné en un Analizador de Centelleo de Liquidos Packard Minaxi Tri-Carb (Modelo 1600 TR) usando Bio-Safe
IT como céctel de centelleo.

La purficacién de los compuestos VI-2, VI-3, VI-4, VI-5, y VI-6 se controlé por HPLC (condiciones:A) que se
realizé en un controlador Waters 600, Detector de Cadena de Fotodiodos Waters 996, Administrador de Cromatografia
Millennium y Sistema de Control de Flujo Radiactivo Beta-Ram, Modelo 2 (IN/US Systems Inc.). La determinacién
final de la pureza de VI-7 por HPLC (condiciones:B) se realizé en Bombas Waters Modelo 510, Controlador de
Gradiente Waters 680, Automuestreador Waters 715 Ultra Wisp, Detector de Absorbacia Sintonizable Waters 484 y
Sistema de Control del Flujo radiactivo Beta-Ram, Modelo 2 (IN/US Systems Inc.).

Condiciones A: YMC Basic 5 um, C18, 4,6x250 mm, fase mévil A: (v/v) 50/50 acetonitrilo/formiato aménico 0,1
N, fase movil B: (v/v) 75/25 acetonitrilo/formiato aménico 0,1 N, caudal 1,0 ml/min, deteccion uv a 254 nm.
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Gradiente: Tiempo (minutos) %MP:A %MP:B
0 100 0
15 100 0
25 0 100
30 0 100
35 100 0

Condiciones B: Ultremex 5 um, C8, 4,6 x 150 mm, fase mévil (v/v/v) 50/50/0,25 - acetonitrilo/tampén fosfato
potasico 0,05 M, pH 3,0/trietilamina, caudal 1,0 ml/min, deteccién uv a 210 nm.

['*C] Cianuro de Cobre (I) (VI-1)

Una solucién de sulfato de cobre (II) pentahidrato (4,16 g, 16:67 mmol) en agua (13,3 ml) se calenté a 70°C y
se afiadié en un minuto una solucién de metabisulfito sédico (1,94 g, 6,28 mmol) en agua (3,3 ml) a 70°C. Inmedia-
tamente, se afiadié en un minuto una solucién de cianuro potdsico [*C] (245,5 mg, 200 mCi, 3,77 mmol, S.A. 53,0
mCi/mmol) y cianuro potdsico sin marcar (0,84 g, 12,9 mmol) en agua (3,3 ml) a 70°C. Precipit6 un sélido blan-
co de la solucién y se elimind el color azul de la solucién. Después de agitar durante 10 min a 70°C, la mezcla se
filtr6 mientras permanecia caliente y el sélido se lavo con agua caliente (15 ml) y etanol (15 ml). El sélido blanco
se secO al vacio (0,1 mm de Hg) durante 27 h 45 min para dar VI-1 (1,393 g, 186,6 mCi) con un rendimiento de
93,3%.

2-Nitro-4-(trifluorometil)-[ 7-1* C Jbenzonitrilo (VI-2)

A una suspension de cianuro de cobre (I) ['*C] (VI-1) (1,393 g,15,55 mmol, 186,6 mCi) en 1-metil-2-pirrolidinona
(NMP, 10 ml) se le anadi6é 4-bromo-3-nitrobenzotrifluoruro (6,33 g, 23,45 mmol) y la mezcla se calenté a 190-195°C
durante 1 h. Se afiadieron acetato de etilo (25 ml) y agua (20 ml) a temperatura ambiente y la mezcla se filtr6 a través
de celite. Al filtrado se le afiadieron mds agua (20 ml) y acetato de etilo (25 ml) y la capa acuosa se extrajo con
acetato de etilo (90 ml). El extracto organico se lavé con una solucién de cloruro de hierro (IIT) (50 ml) preparada por
disolucidn de cloruro de hierro (III) (7,468 g, 46,04 mmol) en agua (50 ml). El extracto orgdnico se lavé de nuevo con
agua (30 ml) y cloruro sédico sat. (15 ml), se secé (Na,SO,) y el disolvente se retiré al vacio.

El residuo se purific6 por cromatografia ultrarrdpida sobre gel de silice (hexano/acetato de etilo, 9/1-7/3) para
proporcionar un aceite que se disolvié en hexano (70 ml). El disolvente se retir6 a presion reducida y el residuo se
seco al vacio durante 15 h y 40 min para proporcionar VI-2 (3,01 g, 167,13 mCi, rendimiento de 89,6%) en forma de
un s6lido amarillo. Radio-TLC (hexano/acetato de etilo, 9/1), Ry = 0,21; HPLC (Sistema A), RCP 99,86% (tiempo de
ret., 9,2 min).

[3-'4C]-3-Amino-2-carbometoxi-6-trifluorometilbenzol[bJtiofeno (VI-3)

El nitrilo (VI-2) (3,01 g, 13,9 mmol, 167,13 mCi) se disolvié en DMF (14 ml) y se afiadi6é en un minuto tioglicolato
de metilo (1,78 g, 15,94 mmol, 95%). La mezcla se enfri6 a 0-5°C y se afiadi6 gota a gota una solucién de hidréxido
de litio (0,689 g, 28,77 mmol) en agua (9,2 ml) durante 12 minutos. Después de la adicién, el bafio de refrigeracién se
retird y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadié agua (70 ml) a 0-5°C y la mezcla se agit6
durante 15 min a 0-5°C. El sélido se recogi6 en un filtro, se lavé con agua (20 ml) y se secé al vacio (0,1 mm de Hg)
durante 40 h y 15 min para proporcionar VI-3 (3,469 g, 151,24 mCi, rendimiento de 90,49%). Radio-TLC (CH,Cl,),
R; =0,372; HPLC (sistema A), RCP 99,92% (tiempo de ret., 16,722 min).

[3-1*C]-3-Amino-6-trifluorometilbenzo[bJtiofeno (VI-4)

A una solucién del benzo[b] tiofeno (VI-3) (3,469 g, 12,6 mmol, 151,2 mCi) en NMP (14 ml) se le afiadi6 1-
metilpiperazina (6,69 g, 66,79 mmol) y la mezcla se calenté a 140-145°C durante 5 h. La mezcla se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se vertié en agua (60 ml) y se extrajo con acetato de etilo (140 ml). El extracto organico se
lavé con agua (30 ml) y cloruro sédico sat. (10 ml), se secé (Na,SO,) y el disolvente se retir6 al vacio. El residuo
se purificé por cromatografia ultrarrdpida sobre gel de silice (hexano/acetato de etilo, 1/1) para producir un sélido
de color verdoso que se sec6 al vacio (0,1 mm de Hg) durante 14 h para proporcionar VI-4 (peso 66 g, 146,95 mCi,
rendimiento de 97,16%). Radio-TLC (hexano/acetato de etilo, 1/5), R; = 0,407; HPLC (sistema A), RCP 99,44%
(tiempo de ret., 10,552 min).

1-[6-(trifluorometil)benzo[bJtien-3-il-[3-**C Jpiperazina (VI-5)

A una solucién del benzo[b]tiofeno (VI-4) (2,66 g, 12,24 mmol, 146,95 mCi) en NMP (17 ml) se le afiadieron
piperazina (4,309 g, 50,02 mmol) y 4cido p-toluenosulfénico (4,76 g, 25,02 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla
se calenté a 170°C durante 20 h y 24 min, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se vertié en una solucién de
carbonato sodico (4,70 g, 44,3 mmol) en agua (60 ml). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (20 ml), se secd
(Na,S0,) y el disolvente se retiré al vacio. El residuo se purific por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
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(CH,C1,/MeOH/NH,OH, 9/1/0,2) y el producto se secé al vacio (0,1 mm de Hg) durante 11 h y 50 min. Al producto
se le anadi6 etanol (absoluto, 30 ml) y el disolvente se retird a presion reducida. El residuo se secé al vacio (0,1 mm
de Hg) durante 24 h y 55 min para proporcionar VI-5 (3,44 g, 144,18 mCi, rendimiento de 98,1%) en forma de un
aceite. Radio-TLC (CH,Cl,/MeOH/NH,OH, 9/1/0,2), R; = 0,46; HPLC (sistema A), RCP 99,88% (tiempo de ret.,
5,807 min).

Ejemplo 22

1)1DA 1)SOCI, DCM, NMP
2)CO g 2 Ts.NHNH, Tolueno N’n\
8 sHa - H o’ Yo
7%
Bn
1) Benculplperazma
SoCh, l MF, THE
reflujo "’ 5 3 Kgco,, e A
98% Br

113

Bey (“ Bn (" Bn
o Q LT Q—\(Ji-
B1% \ /E\N o8% /N/N 4 P

|
CICO,CHCIMa Q_('”i +
DOM R
80% N
|
1) LDA
Q 2) co,y,

Br 8) HCI
7%

Acido 3-bromo-tiofeno-2-carboxilico. A una solucién de 3-bromotiofeno (600,0 g, 3,68 mol) en THF (3 1) enfriada
a -72°C se le afiade lentamente LDA (1,93 1, 3,86 mol, 2 N) durante 2 horas. La velocidad de adicidon del LDA es
tal que la temperatura de reaccién nunca supera -68°C. Después de que se completara la adicidn, la solucién se agita
durante 40 minutos mds. Después, se anade éter dietilico (3 1) mediante un embudo de adicién de tal forma que la
temperatura se mantiene por debajo de -65°C. Después, el embudo de adicién se reemplaza por un tubo de dispersién
y se burbujea gas CO, a través de la solucion durante 3 horas. Después, se afiade hielo seco (500 g) y 1a mezcla se agita
durante una noche. Después, el matraz de reaccioén se pone en un bafio de hielo y se afiade lentamente HC1 6 N para
evitar un burbujeo excesivo hasta que el valor del pH de la solucién se ajusta a 1-2. Después, la mezcla resultante se
extrae con EtOAc. El extracto se lava con salmuera y después se seca sobre MgSOy,, se filtra y se evapora. El producto
se seca al vacio a temperatura ambiente, produciendo 585,15 g (77%) en forma de un sélido blanquecino.

56



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 275 853 T3

O 1)SOCL,, DCM, NMP

o)
- H
N
\ / OH ) TsNHNH, Tolueno  \\ /) ﬂ o:,s\\;@/

Br 93% Br

1-(Acido 3-bromo-tiofeno-2-carboxilico)-2-(4-toluenosulfonil)-hidrazina. A una suspensién agitada del 4cido
(285,53 g, 1,38 mol) en DCM (1,5 1) se le afiade una cantidad catalitica de NMP (2 ml). Después, se afiade cloru-
ro de tionilo (105,8 ml, 1,45 mol) y la solucién se calienta a reflujo hasta que los sélidos se disuelven completamente.
La solucién se calienta de nuevo a reflujo durante 1 hora, se enfria a temperatura ambiente y se evapora para producir
un so6lido pardo claro. El material bruto se seca al vacio durante una noche. El sélido pardo se recoge en tolueno (3,5
1) y se afiade p-toluenosulfonhidrazina (402,25 g, 2,16 mol). La mezcla se agita a 100°C durante 8 horas y después a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla resultante se enfria con un bafio de hielo y los sélidos resultantes
se recogen por filtracién y se lavan con tolueno. Después, los sdlidos se agitan en forma de una suspension en HCl 1 N
durante 1 hora. Los sélidos se recogen por filtracién y se lavan con grandes cantidades de agua. Los sélidos se secan
al vacio a 40°C y después se recristalizan en tolueno/alcohol isopropilico, produciendo 484,28 g (93%) del producto

deseado.
9 N/N\s/@/ oA Y

Br 8r OO

Cloruro de N-((4-metilfenil)-sulfonil)-3-bromo-tiofeno-2-carbohidrazonilo. Se afiadi6 1-(4cido 3-bromo-tiofeno-2-
carboxilico)-2-(4-toluenosulfonil)-hidrazina (60,80 g, 0,161 mol) a cloruro de tionilo (70,5 ml, 0,966 mol). La mezcla
resultante se agité a 80°C hasta que la mezcla se hizo homogénea. Después, la solucién se agité a 70°C durante
30 minutos y se afiadié heptano (300 ml) durante un periodo de 20 minutos. La solucién se enfrié lentamente a
temperatura ambiente y después se enfrié de nuevo a 5°C. Los sélidos se recogieron por filtracién, se lavaron con
heptano (3 x 100 ml) y se secaron al vacio, produciendo 62,1 g (98%) del producto deseado en forma de un sélido

blanquecino.
(NBN
1) Bencilpiperazina J
WA @r RO DiE e
2) 1(2003, cutt \ / \

Br N’N

1Is

3-(4-Bencil-piperazin- 1-il)- 1-(tolueno-4-sulfonil)- 1 H-tieno[3,2-c [pirazol. A una soluciéon agitada de DABCO
(14,18 g, 112,18 mol) y bencilpiperazina (35,35 g, 0,200 mol) en DMF (200 ml) enfriada a -30°C se le afiadié mediante
una cénula una solucién de cloruro de N-((4-metilfenil)-sulfonil)-3-bromo-tiofeno-2-carbohidrazonilo (62,1 g, 0,158
mol) en THF (100 ml). La adicién se control6 para evitar que la temperatura de la reaccién superara -30°C. Después
de que se completara la adicién, se produjo la precipitacién y después la mezcla se dejo en agitacidon a temperatura
ambiente durante una noche, después de lo cual se afiadieron K,CO; (65,41 g, 0,473 mol) y CuCl (1,0 g, 0,010 mol).
En este momento, la mezcla resultante se calent6 a 110°C y el THF se retir6 por destilacion. Después, la temperatura
se aumentd a 140°C y la mezcla se agité durante 6 horas, se enfrid a temperatura ambiente y se agité durante una
noche. Después, la mezcla se verti6é sobre agua (100 ml) y EtOAc (100 ml). Después, la capa de EtOAc se separd y
la capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). Las capas de EtOAc combinadas se lavaron con agua (500 ml) y
después se filtraron a través de celite y se concentraron. Los sélidos se recogieron por filtracion, se lavaron con agua
fria y después con EtOAc/heptano (1:4) y se secaron al vacio, produciendo 66,05 g (95%) del producto deseado en

forma de un sélido blanquecino.
S

5 KOH

\ / MeOH~  J ¥
N/N 81% AN
| H
Ts
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3-(4-Bencil-piperazin-1-il)-1 H-tieno[ 3,2-c [pirazol. A una mezcla agitada de KOH, (56,09 g, 2,66 mol) en alcohol
metilico (1,33 1) se le anadi6é 3-(4-bencil-piperazin-1-il)-1-(tolueno-4-sulfonil)- 1 H-tieno[3,2-c]pirazol (241 g, 0,532
mol). La mezcla es calent6 a reflujo durante 1,25 horas, se enfrié a temperatura ambiente y se evapord. El residuo se
recogié en EtOAc (1 1), se lavé con agua (2 1), se secé (MgSO,), se filtr y se evaporé. El residuo se recristalizé en
EtOAc/Heptano, produciendo 129 g (81%).

KoBy +
Crf, e Q?f (TS

H

3-(4-Bencil-piperazin-1-il)-1-metil-1H-tieno[3,2-c [pirazol. A una solucién agitada de 3-(4-bencil-piperazin-1-il)-
1H-tieno[3,2-c]pirazol (318,0 g, 1,07 mol) en THF (2,5 1) se le afiadié gota a gota una mezcla de t-butéxido potdsico
(134,4 g, 1,2 mol) en THF (1,5 1) durante un periodo de 1 hora mientras se mantenia la temperatura de reaccién por
debajo de 25°C. Después de que se completara la adicidn, la mezcla se enfrié a -30°C y se afiadié gota a gota Mel (65,4
ml, 1,05 mol) durante un periodo de 30 minutos. Después, la mezcla se calenté lentamente a temperatura ambiente
durante una noche. A la mezcla de reaccién se le afiadié lentamente NaHCO; saturado (1 1). Después, la solucién se
evapor¢ para retirar el THF y la mezcla acuosa resultante se recogié en EtOAc y se lavé con agua y salmuera. El
extracto de EtOAc se secé (Na,S0,), se filtré y se evapord. El concentrado viscoso se filtr6 a través de un lecho de
gel de silice con 1:1 de EtOAc/heptano y se evapord, produciendo un aceite viscoso que después se seco al vacio,
momento en el que solidific6 y produjo 326,03 g (98%) como una proporcién 12:1 de regioisémeros a favor del

producto deseado.
H
Bn
s (N:>Bi s O CICO,CHCIMe s @

MN N,N\ 80%
|

1-Metil-3-piperazin-1-il-1H-tieno[3,2-c [pirazol. A una solucién de una mezcla de 3-(4-bencil-piperazin-1-il)-1-
metil-1H-tieno[3,2-c]pirazol y el andlogo de 2-metilo (189,0 g, 0,60 mol) disuelta en DCM (1,25 1) se le afiade clo-
roformiato de 1-cloroetilo (78,6 ml, 0,72 mol). La solucién se calienta a reflujo durante 1 hora, momento en el que
la mezcla se enfria y el disolvente se retira por evaporacion. El residuo se recoge en metanol (1 1) y se calienta a
reflujo durante 30 minutos. Después de un periodo de refrigeracion, la solucién se trata con HCI 1 N en éter (200 ml)
y se afiade 1 1 mds de éter para producir la precipitacion del producto. El s6lido se recoge por filtracién y se lava con
éter frio. El sélido se recristaliza en metanol (1 1) y la sal HCI se recoge por filtracién, se lava con éter y se seca al
vacio, produciendo 123,04 g (80%) del producto deseado en forma de una mezcla 80:1 de regioisémeros en favor del
regioisémero deseado como puede observarse por RMN.

Ejemplo 23

Ao + i WA
oTr (EtO)/ ot Xilenos j]
2 (~cuant.) o

Ester etilico del dcido tritiloximetil-(1R, 2R)-ciclopropanocarboxilico. A una suspensién de hidruro sédico (15,20
g, 380 mmol, dispersién al 60% en aceite) en xilenos (300 ml) se le afiadié fosfonoacetato de trietilo (85,07 g, 379
mmol) de manera controlada para evitar un desprendimiento excesivo de gas y para mantener la temperatura interna
por debajo de 55°C. Después de que se completara la adicidn, la mezcla se agité durante 20 minutos, momento en el
que se afiadié lentamente la solucion amarilla mediante una cdnula a una solucién de (R)-tritil glicidil éter (100,0 g,
316 mmol) en xilenos (300 ml). La solucién resultante se calenté a 125°C durante 2 horas. La solucién resultante se
enfrié a temperatura ambiente, se acidific6 con la adicién de HClI al 10% (320 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 300
ml). Los extractos combinados se lavaron con salmuera (100 ml), se secaron (MgSQ,), se filtraron y se evaporaron,
produciendo 175 g de un producto bruto en forma de un aceite. El material se us6 a continuacién en estado bruto.
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EtO A/\OTI ﬁp_hlgiz.__... EtO. A/\Bf

\n..o DCM, MeOH
o (~cuant.) o)

Ester metilico del dcido 2R-bromometil-ciclopropano-1R-carboxilico. Una solucién de trifenilfosfina (124,7 g,
1,34 mol) en CH,Cl, (260 ml) se enfrié a 5°C, momento en el que se afiadié una solucién de bromo (24,4 ml, 1,34
mol) en CH,Cl, (65 ml) durante 20 minutos, mientras se mantenia la temperatura por debajo de 12°C. La mezcla se
agitd a 5°C durante 1 hora, momento en el que se afiadié HC1 2 M/Et,O (16 ml, 32 mmol) seguido de la adicién de
éster etilico del 4cido tritiloximetil-(1R,2R)-ciclopropanocarboxilico bruto (124 g, 0,32 mol). La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante una noche, momento en el que se afiadié NaHCO; saturado (600 ml). La mezcla
se separd y la capa acuosa se extrajo con CH,Cl, (200 ml). Las capas orgédnicas combinadas se lavaron con agua
(400 ml), se secaron (MgSQO,), se filtraron y se evaporaron. El residuo se diluy6é con heptano (200 ml) y se evapord
dos veces para retirar el exceso de CH,Cl,. El residuo se dejé en reposo durante 30 minutos, momento en el que la
mezcla sélido:impurezas se retird por filtracion. La torta de filtro se lavé con heptano (2 x 400 ml). Las capas orgédnicas
combinadas se evaporaron para proporcionar 92,68 g de un liquido amarillo bruto. El liquido bruto se destilé (PE =
80-85°C/1,5 torr) para proporcionar 55,19 g (rendimiento de 84% en las dos etapas) de un liquido incoloro.

Ejemplo 24

7-Trifluorometilbenzo[b Jtienilpiperidina

N
Tioglicolato de metilo
NaH, THF
(58%) ~

o

Ester terc-butilico del dcido 4-(3-hidroxi-2-metoxicarbonil-7-trifluorometil-2,3-dihidrobenzo[b]tiofen-3-il)-pipe-
ridina-1-carboxilico (MDL 832712). A una solucién a temperatura ambiente de éster terc-butilico del dcido 4-(2-fluo-
ro-3-triflurometil-benzoil)-piperidina-1-carboxilico (9,00 g, 24,0 mmol), tioglicolato de metilo (2,40 ml, 26,8 mmol)
y THF anhidro (200 ml) en una atmésfera de nitrégeno se le afiadié en una porciéon NaH (1,15 g de una dispersion al
60% en aceite, 28,7 mmol). Después de que cesara el desprendimiento de gas, la reaccidn se agit6 a 55°C. Después
de 100 min, la reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se diluyé con acetato de etilo (500 ml). La mezcla se lavé
sucesivamente con agua (300 ml) y salmuera (300 ml); se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtré y el disolvente
se retird para producir un sélido blanco pegajoso. La trituracién con acetato de etilo al 20%/heptano produjo 6,20 g
(56%) del producto deseado en forma de un polvo blanco.

(88%)

Ester metilico del dcido 3-piperidin-4-il-7-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico. A una solucién a tempe-
ratura ambiente de éster ferc-butilico del dcido 4-(3-hidroxi-2-metoxicarbonil-7-trifluorometil-2,3-dihidro-benzo[b]
tiofen-3-il)-piperidina-1-carboxilico (6,00 g, 13,0 mmol) en DCM (30 ml) se le afiadié TFA (30 ml), provocando un
desprendimiento rdpido de gas. Después de 5 min, la reaccién se agité a 40°C durante 5,5 h. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la reaccion se vertié en carbonato potésico acuoso al 20% (400 ml) y se extrajo con DCM (2
x 200 ml). Los extractos combinados se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y el disolvente se retiré para
dar un aceite pegajoso. Después del secado a alto vacio, se obtuvieron 4,37 g (98%) del producto deseado en forma de
una espuma blanca.
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MeCOC |
EY,N, THF

(88%)

Ester metilico del dcido 3-(1-acetil-piperidin-4-il)-7-trifluorometil-benzo[bJtiofeno-2-carboxilico. A una solucién
a temperatura ambiente de éster metilico del dcido 3-piperidin-4-il-7-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico
(4,37 g, 12,7 mmol), trietilamina (2,70 ml.19,4 mmol) y THF anhidro (80 ml) en una atmdsfera de nitrégeno se le
afiadi6 en una porcién cloruro de acetilo (1,10 ml, 15,5 mmol) y la reaccién se agité a temperatura ambiente durante
una noche. La reaccién se diluy6 con acetato de etilo (300 ml) y se lavé sucesivamente con agua (150 ml) y salmuera
(150 ml). La capa orgdnica se secé sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y el disolvente se retird. El residuo se cromato-
grafi6 sobre silice, eluyendo con metanol al 10%/acetato de etilo, para producir 4,28 g (88%) del producto deseado en
forma de un sélido blanco, p.f.: 155,2°C.

NaOH..
THF
(~cuant.)

Acido 3-(1-acetil-piperidin-4-il)-7-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico. A una solucién de éster metilico
del 4cido 3-(1-acetil-piperidin-4-il)-7-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico (4,10 g, 10,6 mmol) en THF (25
ml) se le afiadi6 hidréxido sédico acuoso al 0,5 N (23,4 ml, 11,7 mmol) y la reaccidn se agité a temperatura ambiente.
Después de 18 h, la reaccion se acidificé con HCl 1 N (200 ml) y la mezcla se extrajo con DCM (2 x 100 ml). Los
extractos orgdnicos se lavaron con agua (100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron
para dar 4,13 g del producto deseado en forma de una espuma blanca.

5 3

Cu, quinolina __
200°C

(74%) s

1-[4-(7-Trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperidin- 1-il J-etanona (MDL 832823 ). Una mezcla de acido 3-(1-ace-
til-piperidin-4-il)-7-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico (4,13 g, 11,1 mmol), polvo de Cu (0,706 g, 11,1
mmol) y quinolina (20 ml) se calenté a 200°C en una atmdsfera de nitrogeno. Después de 10 min, no se observé
desprendimiento de gas y la reaccion se enfri6 a temperatura ambiente. La mezcla se diluyé con acetato de etilo (100
ml), se filtr6 a través de un lecho de Celite y el filtrado se lavé sucesivamente con HCI 1 N (2 x 100 ml), carbonato
potasico acuoso al 5% (100 ml), agua (100 ml) y salmuera (100 ml). Los extractos organicos se secaron sobre sulfato
de magnesio, se filtraron y se concentraron para dar un aceite de color dmbar. El aceite se cromatografié sobre silice,
eluyendo con metanol al 10%/acetato de etilo para producir 2,69 g (74%) del producto deseado en forma de un sélido
castafio.
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EtOH
S (94%)

4-(7-Trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperidina. Una mezcla de 1-[4-(7-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-pi-
peridin-1-il]-etanona (2,95 g, 9,01 mmol), HCI concentrado (30 ml) y etanol se calent6 a 80°C durante 18 h. Después
de enfriar a temperatura ambiente, la reaccién se basific con carbonato potdsico acuoso al 20% (150 ml) y la mezcla
se extrajo con DCM (2 x 100 ml). Los extractos organicos se lavaron con agua (100 ml), se secaron sobre carbonato
potdsico, se filtraron y se concentraron para dar 2,42 g (94%) el producto deseado en forma de un sélido ceroso de

color dmbar.
e
N,
HS-CEZCOIMQ
F K.CO;, DMF
N Ph 3
F F ~~ £ N
F F s  o—
F

Ester metilico del dcido 3-(1-bencil-piperidin-4-il)-6-trifluorometil-benzo[b Jtiofeno-2-carboxilico (MDL 833803).
A una solucién a temperatura ambiente de (1-bencil-piperidin-4-il)-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-metanona (7,5 g,
20,5 mmol), tioglicolato de metilo (2,0 ml, 22,5 mmol) y DMF (100 ml) se le afiadié K,CO; (5,65 g, 41,0 mmol).
La reaccién se agitd a 60°C durante 24 horas, se enfrié a temperatura ambiente y se diluyd con acetato de etilo (500
ml). La mezcla se lavé sucesivamente con agua (2 x 300 ml) y salmuera (300 ml), se secé sobre sulfato de magnesio,
se filtr6 y el disolvente se retird para producir un aceite. El aceite se purificé por cromatografia (EtOAc al 30% en
heptano), produciendo 5,91 g (67%) en forma de un sélido.

Ejemplo 25

O

b= ok

Ester metilico del dcido 4-(2-metoxicarbonil-6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperidina-1-carboxilico. A una
solucién de éster metilico del dcido 3-(1-bencil-piperidin-4-il)-6-trifluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico (5,9 g,
13,6 mmol) en DCM (50 ml) se le afiadié gota a gota cloroformiato de metilo (1,26 ml, 16,3 mmol). La solucién
resultante se agité durante una noche, momento en el que los voldtiles se retiraron al vacio. El residuo se lavé con
heptano para producir 4,2 g (77%) del producto deseado en forma de un sélido blanco.
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N N
NaOH,.
o THF

F N E N
F. s o— F. s oM

F F

Ester metilico del dcido 4-(2-carboxi-6-trifluorometil-benzo[bJtiofen-3-il)-piperidina-1-carboxilico. A una solu-
cién agitada de éster metilico del 4cido 4-(2-metoxicarbonil-6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperidina-1-carbo-
xilico (1,1 g, 2,7 mmol) en THF (7,0 ml) se le afiadié NaOH 1 N (2,97 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante una noche, momento en el que la mezcla se diluy6 con agua (50 ml) y se lavé con éter (100 ml). La
capa acuosa se acidificé mediante la adiciéon de HCI 3 N y el producto se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Las capas
orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron (MgSQ,), se filtraron y se evaporaron, produciendo
960 mg (92%) del producto deseado en forma de un sélido blanco.
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N
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F P ) F N
F

Ester metilico del dcido 4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperidina-1-carboxilico. Una mezcla de éster me-
tilico del dcido 4-(2-carboxi-6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperidina- 1 -carboxilico (4,3 g, 11,1 mmol) y cobre
(705 mg, 11,1 mmol) en quinolina (28 ml) se calenté a 200°C durante 45 minutos. Después de la refrigeracién a
temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con EtOAc (50 ml) y se filtré. El filtrado se lavé con HCI al 5% (2 x 20
ml), agua (20 ml) y salmuera (20 ml), se sec6 (MgSO,), se filtr6 y se evapor6. El residuo se separd por cromatografia
(EtOAc al 30% en heptano), produciendo 3,14 g (82%) del producto deseado en forma de un sélido blanco.
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Hidrobromuro de 4-(6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperidina. Una mezcla de éster metilico del dcido 4-(6-
trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperidina-1-carboxilico (3,1 g, 9,0 mmol) en HBr (45 ml, 30% en 4cido acético)
se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas, momento en el que los voldtiles se retiraron al vacio. El residuo se
lavé con EtOAc y el producto se recogi6 por filtracion, produciendo 3,09 g (94%) del producto deseado en forma de
un sélido blanco.
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Ejemplo 26
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éster terc-butilico del dcido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-(metil-hidrazono)-metil |-piperidina- 1-carboxilico. Una mez-

cla de éster ferc-butilico del 4cido 4-(tiofeno-2-carbonil)-piperidina-1-carboxilico (1,96 g, 5,2 mmol) en metilhidrazina

15 (2 ml) se calenté a 75°C durante una noche. Después, el exceso de metilhidrazina se retir6 con una bomba de vacio.

El residuo se purificé por cromatografia (eluyendo con 0-8% de MeOH en DCM), produciendo 0,95 g (45%) del
producto deseado.

0,
20 | )
NH
N pla
! CsCO,, Cul
’s \ ] N\ﬂ/o MeOCH,CH,OH \S =
r I N
N
I
30 Ester terc-butilico del dcido 4-(1-metil-1H-tieno[3,2-c|pirazol-3-il)-piperidina-1-carboxilico. Se mezcl6 éster
terc-butilico del 4cido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-(metil-hidrazono)-metil]-piperidina-1-carboxilico (700 mg,
1,74 mmol) con Cul (20 mg) y CsCO; (650 mg, 1,15 equiv.) en metoxietanol (10 ml). La mezcla se calenté a 70°C
durante 2 h y después se agité durante una noche a temperatura ambiente. El disolvente se destil6 sobre el evaporador
35 rotatorio. El residuo se extrajo en EtOAc, después se lavé con salmuera y se concentrd para dar un aceite. Este aceite

se purificé por cromatografia (eluyendo con MeOH al 0-10% en DCM), produciendo 520 mg (68%) del producto
deseado.

. y%
HCI en dioxano
s > \S - He
45 N/ \
? T

50 Hidrocloruro de 1-metil-3-piperidin-4-il-1H-tieno[3,2-c [pirazol (A002436287A). Se agitd éster terc-butilico del
acido 4-(1-metil-1H-tieno[3,2-c]pirazol-3-il)-piperidina-1-carboxilico (520 mg, 1,6 mmol) a temperatura ambiente en
una solucién de HCI (5 ml, HCI 4 N en dioxano) durante 4 horas. Los voldtiles se retiraron al vacio y el residuo
se triturd con éter (dos veces) para producir 304 mg de sélidos blanquecinos (74%) en forma de la sal hidrocloruro

deseada.
55
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Ester terc-butilico del dcido 4-{(3-bromo-tiofen-2-il)-[(2,2,2-trifluoro-etil)-hidrazono ]-metil }-piperidina-1-carbo-
xilico. A una mezcla de éster ferc-butilico del 4cido 4-(tiofeno-2-carbonil)-piperidina-1-carboxilico (2,34 g, 6,24
mmol) en n-butanol (20 ml) se le afiadi6 trifluoroetilhidrazina (2,43 g, 12,4 mmol). La mezcla resultante se calen-
t6 a 110°C durante una noche. Después, los voldtiles se retiraron al vacio. El residuo se purific6 por cromatografia
(eluyendo con MeOH al 0-10% en DCM), produciendo 2,41 g (92%) del producto deseado.

'/CF, o
NH
N N
\s I CsCOu Cul
N. .O MeOCH,CH,0H
Br N ﬁ/ : WA
o N~
kCF,

Ester terc-butilico del dcido 4-[1-(2,2,2-trifluoro-etil)-1H-tieno[3,2-c Jpirazol-il]-piperidina-1-carboxilico. Se
mezcld éster rerc-butilico del acido 4-{(3-bromo-tiofen-2-il)-[(2,2,2-trifluoro-etil)-hidrazono]-metil }-piperidina-1-
carboxilico (2,34 g, 4,98 mmol) con Cul (50 mg) y CsCO; (1,9 g, 1,2 equiv.) en metoxietanol (25 ml). La mezcla
se calent6 a 75°C durante 1 hora. Después, la mezcla se diluyé con EtOAc y se filtrd. El filtrado se evaporé y el resi-
duo se purificé por cromatografia (eluyendo con MeOH al 0-10% en DCM), produciendo 2,03 g (>95%) del producto
deseado.
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Hidrocloruro de 3-piperidin-4-il-1-(2,2,2-trifluoro-etil)- 1 H-tieno[ 3,2-c [pirazol (833906). Se agit6 éster terc-buti-
lico del 4cido 4-[1-(2,2,2-trifluoro-etil)- 1 H-tieno[3,2-c]pirazol-3-il]-piperidina- 1 -carboxilico (1,9 g, 4,87 mmol) a
temperatura ambiente en una solucién de HCI1 (6 ml, HCI 4 N en dioxano) durante 4 horas. Los voldtiles se retira-
ron al vacio y el residuo se triturd con éter (dos veces) para producir 2,1 g de sélidos blanquecinos (74%) en forma de
la sal hidrocloruro deseada.

Ejemplo 28

o IN,OH
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Br Br

3-Bromo-tiofeno-2-carbaldehido oxima. Se afiadi6 en una porcién 3-bromotiofeno-2-carbaldehido (28,7 g, 0,15
mol) en etanol (50 ml) a una solucién de clorhidrato de hidroxilamina (13,8 g, 0,2 mol), hidréxido sédico (8 g, 0,2
mol) en agua (30 ml) y etanol (100 ml). La mezcla se agitd a 0°C durante 2 horas y se mantuvo a 0°C durante una
noche, momento en el que se formé un precipitado. La mezcla se diluy6 con agua fria (600 ml) y el s6lido se recogié
por filtracién, produciendo 20,5 g, (67%). La solucién acuosa se extrajo de nuevo con acetato de etilo. La solucién
orgdnica se lavé con salmuera, se secd con sulfato de magnesio, se filtré y se evapord, produciendo 6,9 g mis de
producto en forma de un sélido amarillo claro. El rendimiento total fue de 27,4 g (89%).
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Br Br

3-Bromo-tiofeno-2-(cloro-carbaldehido) oxima. En la solucién de 3-bromotiofeno-2-carbaldehido oxima (10,8 g,
52,4 mmol) y cloruro de hidrégeno (14,5 ml, 4 M en dioxano) en DMF (100 ml) se cargd en una porcién oxone (16,9
g, 1,05 equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche, momento en
el que la solucién se vertid en agua y se extrajo con acetato de etilo. La solucién orgéanica se lavo con salmuera, se
secé sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se evapor6 a sequedad para dar un sélido amarillo (12,68 g, rendimiento
cuantitativo en peso) que se usd en la siguiente reaccién sin purificacion adicional.

N-OH

,/\N
so. A+ OYN\) _DABCO, DMF

N [/ © W

0]
« Y

Ester terc-butilico del dcido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-hidroxiimino-metil ]-piperazina)-1-carboxilico. Una solucién
de 3-bromo-tiofeno-2-(cloro-carbaldehido) oxima (16,4 g, 68 mmol) en THF (70 ml) se afiadié gota a gota a una
solucién de N-(t-butoxicarbonil)piperazina (14 g, 1,1 equiv.) y DABCO (9,5 g, 1,25 equiv.) en DMF (100 ml) a 0°C
durante 25 minutos. La mezcla se agité a 0°C durante 3,5 horas, momento en el que la mezcla se vertié en agua y
se extrajo con acetato de etilo. La capa orgdnica se lavé con salmuera, se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtré
y se evapord. El producto bruto (30,5 g) se purificé por cromatografia (eluyendo con 0-5% de MeOH en DCM),
produciendo 24,6 g (85%) del producto deseado.
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Ester terc-butilico del dcido 4-tieno[2,3-dJisoxazol-3-il-piperazina-1-carboxilico. Una mezcla de éster terc-buti-
lico del 4cido 4-[(3-bromo-tiofen-2-il)-hidroxiimino-metil]-piperazina)-1-carboxilico (10,3 g, 26,4 mmol), carbonato
de cesio (10,7 g, 32,7 mmol) y yoduro de cobre (500 mg) en metoxietanol (200 ml) se agité a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo y se lavo con agua. La solucién acuosa se
extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas (cantidad total 600 ml) se lavaron con salmuera,
se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificé por cromatografia (120 g de
gel de silice, eluyendo con Metanol al 0-8% en diclorometano), produciendo 5,1 g (62%) del producto deseado en
forma de un aceite claro.

Q
Yo
7\ HCI en dioxano

S [3 H,Cl
gt oyt
0/

(¢]

3-Piperazin-1-il-tieno[2,3-d]isoxazol. Se agitd éster terc-butilico del dcido 4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperazina-
I-carboxilico (5,0 g, 16,2 mmol) a temperatura ambiente en una solucién de HCI (25 ml, HCI 4 N en dioxano) durante
4 horas. Los volatiles se retiraron al vacio y el residuo se tritur6 con éter (dos veces) para producir 3,3 g de s6lidos
blanquecinos (84%) en forma de la sal hidrocloruro deseada.

65



ES 2275 853 T3

Ejemplo 29

Sintesis de 1-(3-Imidazol-1-il-propil)-3-{(1R,2R)-2-[4-(6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazin- I -ilmetil ]-ci-
clopropilmetil}-urea (MDL 833306)
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(58%)
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35 /“. 4/\ u‘zn’\/\

40 F\

45 {(IR, 2R)-2-[4-(6-Trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-ilmetil ]-ciclopropil}-metanol. A una solucién
agitada de éster metilico del dcido 2R-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-ilmetil]-1R-ciclopropano-
carboxilico (5,0 g, 12,5 mmol) en THF (75 ml) enfriada a 0°C se le afiadi6 gota a gota hidruro de litio y aluminio
(18,75 ml, 18,75 mmol, 1,0 M en THF). La mezcla resultante se agité a 0°C durante 2 horas, momento en el que se
afiadieron secuencialmente agua (1 ml), NaOH 2 N (1 ml) y agua (3 ml). La mezcla resultante se diluyé con DCM (90

50 ml) y se filtr a través de un lecho de celite. Las sales de aluminio se lavaron minuciosamente con DCM y el filtrado
se secd (MgSO,), se filtré y se evapord, produciendo 4,6 g del producto deseado.
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(IR,2R)-2-[4-(6-Triftuorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazin- 1 -ilmetil ]-ciclopropilmetil éster del dcido metano-
sulfonico. A una solucién agitada de {(1R,2R)-2-[4-(6-Trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-ilmetil]-ciclo-
propil }-metanol (3,712 g, 10,03 mmol) en Et;N (8,5 ml, 61,1 mmol) y CH,Cl, anhidro (100 ml) a 0°C en una atmds-
fera de N, se le afiadi6 gota a gota CH;SO,ClI (930 ud, 12,02 mmol). La agitacién se continué a 0°C durante 2,5 h. La
reaccién se interrumpio con H,O (20 ml). Después, se afiadié una solucion de K,CO; (4,28 g, 31,01 mmol) en H,O
(60 ml). La mezcla resultante se agité a ta durante 15 min y después se extrajo con CH2CI2, se lavé con salmuera y se
seco sobre Na,SO,. La filtracién, la concentracion y el secado produjeron el producto deseado (4,301 g, 96%).
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1-[(1R,2R)-2-Azidometil-ciclopropilmetil ]-4-(6-trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazina. Una mezcla de (1R,
2R)-2-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin- 1 -ilmetil]-ciclopropilmetil éster del dcido metanosulfénico
(3,995 g, 8,92 mmol), NaN; (1,16 g, 17,85 mmol) y CH;CN anhidro (60 ml) se agit6 a 47°C en una atmdsfera de N,
durante 4 h y después se afiadi6 una cantidad adicional de NaN; (580 mg, 8,92 mmol). La agitacion se continué a 47°C
durante 4 h més. Después de enfriar a ta, la mezcla se filtr6 a través de Celite 545 y se lavé con CH;CN. El filtrado y
los lavados combinados se concentraron y después se separaron por LC Prep. (heptano/EtOAc- 70:30, 60:40, 50:50,
40:60, 30:70, 20:80, EtOAc al 100%) para dar el producto deseado (1,5 g, 43%).
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C-{(IR,2R)-2-[4-(6-Trifluorometil-benzo[b Jtiofen-3-il)-piperazin-I-ilmetil |-ciclopropil jmetilamina. Una solucién
de 1-[(IR,2R)-2-azidometil-ciclopropilmetil]-4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazina (1,495 g, 3,78
mmol), PPh; (3,97 g, 15,15 mmol) y H,O (273 ul, 15,17 mmol) en THF (30 ml) se agité a 40°C en una atmodsfe-
ra de N, durante 18 h y después a 55°C durante 23 h. Después de enfriar a ta, la mezcla se concentrd y después se
sometié a cromatograffa ultrarrdpida (EtOAc al 100% y después MeOH/CH,CL/Et;N - 60:40:10) para proporcionar

el producto deseado (1,14 g, 82%).
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1-(3-Imidazol-1-il-propil)-3-{ (1R,2R)-2-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin- 1 -ilmetil]-ciclopro-
pilmetil }-urea (MDL 833306). Una solucién de C-{(1R,2R)-2-[4-(6-Trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-
ilmetil]-ciclopropil } metilamina (30 mg, 0,081 mmol) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (18 mg, 0,089 mmol) en THF
anhidro (3 ml) se agit6 a ta en una atmésfera de N, durante 1 h. Después, se afiadié Et;N (113 ul, 0,81 mmol), seguido
de 3-imidazol-1-il-propilamina (39 ul, 0,33 mmol). La agitacién se continué a 35°C durante 2 h. La mezcla de reaccién
se filtré. El filtrado se concentrd y después se separd por LC Prep. (MeOH/CH,Cl, - 5:95, 10:90, 15:85, 20:80, 25:75,
30:70) para dar el compuesto diana (41 mg, 98%).
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula (I):
Ras
| X
( _B—N—C—Y—R,
4
I
en la que
AesCHoN;
Y es O o NR,
donde R, es
a) hidrégeno;
b) alquilo C;-C¢; 0
c)
(CR4R5)q—-
(Q),
donde
cada Q es independientemente hidrégeno, alquilo C,-Cg, hal6geno o trifluorometilo;
cada R, y Rs es independientemente hidrégeno o alquilo C,-Cg;
tes06 1y
ges061;
jes0,162;
neslo62;
cuandones 1,ies 06 2;
cuandones 2,1es 0;
R; es hidrégeno, alquilo C,-C4 0
—e )
donde
wesl1,263;
XesOoS;
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ES 2 275 853 T3

Rys es hidrégeno o

donde

R»; es hidrégeno o alquilo C,-Cg4 y Ry es hidrégeno,

alcoxi C,-Cg, halégeno o alquilo C,-Cy4 que estd insaturado o saturado

-B- es un grupo seleccionado entre (a) - (e):

(@) -(CRy Ry )m-

(b)

Ry Ry
(c)

(d)

(e)

donde
mes3,4,5066;

cada R,; y Ry, es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C4 0o

-(CH,),OH donde aes 0,1 6 2;

cada uno de R4, R;, Rg y Ry es independientemente hidrégeno, halégeno o alquilo C;-C; con la condicién de
que cuando Rg es alquilo C;-Cs, Ry no sea alquilo C,-Cj;

107
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R es un grupo seleccionado entre (a) - (c):

a)
L 4
p s~
b)
S\
O
N
O
c)
S
N
W |l IN
hll/
wW
donde

cada L es independientemente hidrégeno, alquilo C,-Cq, halégeno o trifluorometilo;

cada U es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C¢, CHO, hal6geno, -(CH,), OH, o -(CH,),Oal-
quilo C;-Cs donde bes 1 6 2;

cada K es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C4, CHO, halégeno, -(CH,),OH, o -(CH,),Oal-
quilo C;-C¢ donde b es como se ha definido anteriormente;

W es hidrégeno o

\er
o Jo
donde Ry es hidrégeno o alquilo C,-Cg;

cada Ry, es independientemente trifluorometilo,
trifluorometoxi, alcoxi C,-C¢ 0 halégeno; y

ges0,1062;

pes0,162;

ees(0,1062;

fes0,162;

108



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 275 853 T3

R, es un grupo seleccionado entre (a) - (t):

(a)
T——
(M)h‘©/
(b)
—eanf )
(c)
(R)e
é : ;d
(d)
(e)
c
u H,
o CH,
CH,

(f) -alquilo C 1 -C 12

(g) -(CR;5R6)s-COsalquilo C,-Cq

L

(h)
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(i)
\EOJ
)]
S
%@(CH 2)6'—
(k)

(1) -CH,CH,SO,CH;

(m) -(CR;R),-Oalquilo C,-C,
(n) -CH,CH,OPh

(0) ~(CRygR»)CZs

(p) -CO,Ph
(@) -COCV;
(r)
S
1N @),
N
(s)
o\\ ‘00
=S
H)
®
(o}
),
donde

-T- se selecciona entre (i) o (ii):

() -(CRyoR 1)y
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donde

ues0,162;y

cada Ry y R, es independientemente hidrégeno o alquilo C,-Cg;

(ii)

cada M, G, H y J se selecciona independientemente entre:

(1) hidrégeno;
(2) halégeno;

(3) alquilo C,;-Cg;
(4) alcoxi C;-Csg;
(5) fenoxi;

(6) fenilo;

(7) trifluorometilo;

(8) trifluorometoxi;

(9) -CO,-R,y donde R,y es hidrégeno o alquilo C,-Cg;

(10) -COalquilo C,-Cg;

(11) hidroxi;

(12) -(CH,)-OR,, donde Ry, es hidrégeno o alquilo C,-Cg;

(13) -C(CH,)CHs;
(14) -NOy;

(15) -SCH;;

(16) benciloxi; y
(17) -CN;

cada R}, y Ry3 es independientemente hidrégeno o alquilo C;-Cg;

ves061;
R, es hidrégeno o alquilo C,-Cy;
ces0,1062;

des061;

cada R;5 y Ri4 es independientemente hidrogeno o alquilo C;-Cg;

ses0,1,2,3,465;

oes162;

cada Ry; y Rj5 es independientemente hidrégeno, alquilo C,-C4 0o

ES 2 275 853 T3

AN
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CO,alquilo C;-Cy;
res263;
cada Ry y Ry, es independientemente hidrégeno o

alquilo C;-C,;

R»; es hidrégeno o alquilo C,-Cy;

Z es cloro o fltor;

qges0061;

V es cloro o fldor; y

h,k,1,yzson0,1,263.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que X es O, Y es NH y -B- es un grupo (a).
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que R, es un grupo (a).

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que m es 4, M es hidrégeno, alquilo C,-Cg, alcoxi C,-
Csofeniloy Tes (i) dondeues06 1.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que R, es un grupo (c).

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que mes 4, d es 1 y Ry, es alquilo C,-Cs.
7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que X es O, Y es NH y -B- es un grupo (b).
8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que R, es un grupo (a).

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que Rq, R;, Ry 0 Ry son hidrégeno; M es hidrégeno,
alquilo C;-Cg, alcoxi C,-Cg o fenilo,y Tes 06 1.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que R, es un grupo (c).

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que R, R;, Rg 0 Ry son hidrégeno, des 1 y Ry, es
alquilo C;-Cg,

12. El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-(4-metoxi-fenil)-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-
piperazin-1-il]-butil } -urea.

13. El compuesto de la reivindicacioén 1 que es 1-p-tolil-3-{4-[4-(6-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-
1-il]-butil }-urea.

14. El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-{4-[4-(2,6-difluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-butil }-3-
p-tolil-urea.

15. El compuesto de la reivindicaciéon 1 que es 1-{4-[4-(2-cloro-6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-il]-
butil }-3-(4-cloro-fenil)-urea.

16. El compuesto de la reivindicacién 1 que es 1-(4-acetil-fenil)-3-[4-(4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidin-1-il)-
butil]-urea.

17. El compuesto de la reivindicacién 1 que es 1-(4-etoxi-fenil)-3-[4-(4-tieno[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidin-1-il)-
butil]-urea.

18. El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-(4-etoxi-fenil)-3-{4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diaze-
pan-1-il]-butil }-urea.

19. El compuesto de la reivindicacién 1 que es 1-{4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan-1-il]-butil } -3-
(2-fluoro-fenil)-urea.

20. El compuesto de la reivindicacién 1 que es 1-{4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan-1-il]-butil }-3-
(3-trifluorometil-fenil)-urea.
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21. El compuesto de la reivindicacién 1 que es 1-{4-[4-(6-fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-[1,4]diazepan-1-il]-butil }-3-
(4-metoxi-fenil)-urea.

22. El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-(3-imidazol-1-il-propil)-3-{ (1R, 2R)-2-[4-(6-trifluorometil-benzo
[b]tiofen-3-il)-piperazin-1-ilmetil]-ciclopropilmetil } -urea.

23. Uso de un compuesto de la reivindicacion 1 para la preparacién de un medicamento para tratar afecciones o
trastornos del sistema nervioso central, donde el trastorno del sistema nervioso central se selecciona entre trastornos
psicoticos, dependencia de sustancias, abuso de sustancias, trastornos discinéticos, demencia, trastornos de ansiedad,
trastornos del suefio, trastornos del ritmo circadiano, trastornos del estado de dnimo y néuseas.

24. Uso de un compuesto de la reivindicacion 1 para la preparacion de un medicamento para tratar la Esquizofrenia.

25. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1 con
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

26. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1 con
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable junto con uno o mds antagonistas del receptor D;, D,, Dy, Ds o
SHT de dopamina.

27. Una composicién farmacéutica de depésito, que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la reivindicacién 1, donde el compuesto contiene un grupo hidroxi
acilado o un grupo amino acilado.

28. La composicion farmacéutica de depdsito de la reivindicacién 27, en la que el grupo hidroxi estd acilado, o el
grupo amino estd acilado con un grupo alcanoilo (C,-C,g) 0 un grupo alcoxicarbonilo (C,-Cg).

29. La composicién de la reivindicacidn 25 que contiene un aceite farmacéuticamente aceptable.
30. La composicién de la reivindicacion 28, en la que el aceite se selecciona entre el grupo que consiste en aceite
de coco, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de maiz, aceite de semilla soja,

aceite de oliva y ésteres sintéticos de dcidos grasoso y alcoholes y polifuncionales.

31. La composicién farmacéutica de depdsito de la reivindicacion 28, donde dicha composicién proporciona un
efecto antipsicético de larga duracion después de la inyeccidon en un mamifero.

32. La composicién farmacéutica de depdsito de la reivindicacién 29, donde dicha composicién proporciona un
efecto antipsicético de larga duracién después de la inyeccién en un mamifero.

33. La composicién farmacéutica de depdsito de la reivindicacién 30, donde dicha composicién proporciona un
efecto antipsicético de larga duracién después de la inyeccidon en un mamifero.

34. Un compuesto de la reivindicacién 1, en el que uno o mas de los 4tomos contenidos en él es un radionuclido.

35. Un compuesto de la reivindicacién 1 donde R es un grupo (a) con un "“C radiomarcado en la posicién 3 del
sistema de anillos de benzo[b]tiofeno, L es trifluorometilo, p es 1, R; es hidrégeno,nes 1,ies Oy A es N.

36. Un proceso para preparar un compuesto de la reivindicacién 1, en el que Y es N, que comprende: hacer
reaccionar un compuesto de férmula (II)

Ry,

n

)

en la que R, R3, j, n, i, B y A son como se han definido en la férmula I de la reivindicacién 1 con un compuesto de
férmula (IIT)

X=C=N-R, (1)

en la que X y R, son como se han definido en la férmula I de la reivindicacién 1.

113



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 853 T3

37. Un proceso para preparar un compuesto de férmula I en la que Y es O que comprende: hacer reaccionar un
compuesto de férmula (IT)

(Ra);

R=A | N—B—NH,
|

n

(m

enlaque R, R;, j, n, i, By A son como se han definido en la férmula I de la reivindicacién 1

con un compuesto de férmula IV

LG)L O0—R

2
(V)

en la que “LG” es un grupo saliente adecuado seleccionado entre bromo, cloro o yodo y R, es como se ha definido en
la férmula I de la reivindicacion 1.

38. Un proceso para preparar compuestos de férmula I que comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula
V)
(Ry);
i

M

en la que Rs, j, R, A, iy n son como se han definido en la férmula I de la reivindicacién 1

/B\NiY/Rz
H

v

con un compuesto de férmula (VI)

LG

en la que “LG” es un grupo saliente seleccionado entre cloro, bromo, yodo o mesilo y B, Y y R, son como se han
definido en la férmula I de la reivindicacién 1.

39. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R es un grupo (a).
40. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacioén 1, en el que R es un grupo (b).
41. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que R es un grupo (c).

42. Uso de un compuesto de la reivindicacién 1 para la preparacién de un medicamento para tratar la disfuncién
renal.
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