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DESCRIPCION
Inhibidores y sus usos
La presente invencion se refiere a inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B y su uso en terapia.
Antecedentes de la invencion

La fosforilacion reversible de proteinas controla practicamente todos los aspectos de la funcién celular y del organismo,
lo que permite que las células se adapten a cambios repentinos a través de la accidon antagonista de quinasas y
fosfatasas. En consecuencia, la fosforilacion dirigida ofrece una amplia gama de oportunidades terapéuticas y las
quinasas han surgido como las dianas farmacolégicas mas prevalentes en la investigacion farmacéutica actual con
mas de 3000 farmacos experimentales y aprobados. Sin embargo, aunque las fosfatasas dirigidas deberian ser en
principio tan atractivas como las quinasas, se ha pasado por alto el potencial terapéutico de las fosfatasas. La mayor
parte de la fosforilacion de las proteinas se produce en la serina y la treonina, y la desfosforilacion selectiva de la
serina y la treonina se lleva a cabo mediante cientos de holoenzimas diméricas o triméricas diferentes ensambladas a
partir de una de las pocas subunidades cataliticas combinadas con una entre cientos de subunidades reguladoras
distintas (Heroes y col., FEBS Journal, 280, 584-595, 2012) . Por tanto, la inhibiciéon del componente catalitico de la
holoenzima como PP1c da como resultado la inhibicién de centenares de fosfatasas y es toxica. Dado que la
selectividad es una propiedad importante para el desarrollo de farmacos, la promiscuidad de las fosfatasas cataliticas
ha hecho que adquieran la reputacion de ser indiscutibles.

La fosforilacion de la subunidad a de elF2a es la primera linea de defensa contra una variedad de tensiones y, por lo
tanto, es un componente central de dos vias de sefializaciéon parcialmente superpuestas: la respuesta de proteina
desplegada (UPR) y la respuesta integrada al estrés (ISR). Para revertir la fosforilacion de elF2aq, las células de
mamifero tienen dos fosfatasas de elF2a. Las elF2a fosfatasas son holoenzimas diméricas que comparten una
subunidad catalitica PP1c con aproximadamente otras 200 fosfatasas y estan unidas a una de dos subunidades
reguladoras relacionadas: PPP1R15A (Novoa y col., The Journal of Cell Biology, 153, 1345-1355, 2001), una proteina
inducible por estrés o PPP1R15B, que se expresa constitutivamente (Jousse y col., The Journal of Cell Biology, 163,
767-775, 2003).

Recientemente, se ha demostrado la viabilidad de inhibir selectivamente una serina/treonina fosfatasa. Guanabenz
(Tsaytler y col., Science, 332, 91-94, 2011; Tsaytler y Bertolotti, FEBS Journal, 280, 766-770, 2012) y sus derivados,
algunos de los cuales se describen en el documento W02014108520 (Medical Research Council), inhiben
selectivamente PPP1R15A/GADD34, una subunidad reguladora inducida por estrés de la serine/threonine proteina
fosfatasa 1, y se propuso como tratamiento para enfermedades asociadas con el estrés por plegamiento incorrecto de
proteinas.

La inhibiciéon de PPP1R15A inhibe selectivamente la elF2a fosfatasa inducida por estrés compuesta de PPP1R15A y
PP1, mientras que evita la fosfatasa PPP1R15B-PP1 estrechamente relacionada y constitutiva. La inhibicién de
PPP1R15A prolonga la fosforilacién de elF2a en células estresadas y esto da como resultado una prolongacion de la
atenuacion de la traduccién en células estresadas. Como consecuencia, la disponibilidad de chaperones aumenta en
las células estresadas porque las chaperonas que normalmente se dedican a ayudar al plegamiento de proteinas
recién sintetizadas se vuelven disponibles cuando se reduce la traduccion. Esto favorece el plegamiento de proteinas
y rescata a las células de los defectos de proteostasis de proteinas. Por tanto, en principio, los inhibidores de
PPP1R15A podrian tratar enfermedades de mamiferos que implican estrés por plegamiento incorrecto de proteinas.
La inhibicion de la PPP1R15A en mamiferos tiene un atractivo potencial terapéutico porque se prevé que la inhibicion
de la PPP1R15A es segura, ya que los ratones knock-out de la PPP1R15A/GADD34 son practicamente indistinguibles
de los ratones de tipo salvaje (Marciniak y col., Genes & Development, 18, 3066-3077, 2004). Sin embargo, se prevé
que el numero de indicaciones terapéuticas que pueden tratarse con inhibidores de PPP1R15A esta restringido a
enfermedades en las que se expresa PPP1R15A y en las que PPP1R15A se encuentra en el modo de accion de la
enfermedad. Por tanto, la inhibicion de PPP1R15A puede ser potente y segura, pero estara restringida a enfermedades
que involucran a PPP1R15A.

Independientemente de las limitaciones asociadas con la inhibicion de PPP1R15A, el enfoque de restaurar la
proteostasis al ajustar la traduccion para aumentar la disponibilidad de chaperones es en teoria convincente, sencillo
y aplicable para corregir una amplia gama de enfermedades que involucran proteinas mal plegadas. Como se indicé
anteriormente, el uso de inhibidores de PPP1R15A estara restringido a enfermedades en las que se expresa
PPP1R15A y en las que PPP1R15A se encuentra en el modo de accién de la enfermedad. Esto representa una
limitacion seria. Por tanto, se necesitan enfoques alternativos, de amplio potencial terapéutico, y la presente invencion
busca proporcionarlos.

Nguyen y col., ACS Chem. Neurosci., 5, 1075-1082, 2014 describen un estudio de relacion estructura-actividad
alrededor de guanabenz basado en cambios de las posiciones del cloro en el resto del benceno y luego en las
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modificaciones del grupo guanidina. El documento WO2005031000 describe compuestos que interactian
selectivamente con el subtipo de receptor de neuropéptido FF que media la nocicepcion aguda y el dolor neuropatico
crénico. Gardner y col., J. Org. Chem., 20, 976-908, 1955 describe la sintesis de nicotinaldehido diclorhidrato de
guanilhidrazona. El documento DE2700561 describe derivados de hidrazina que incluyen N- (2-cloro-3-
piridilmetiliden)N'-amidinohidrazina. Bairwa y col. Biorg. Medicina. Chem. Letts, 20, 1623-1625, 2010 describen
derivados de fenilacrilamida que incorporan guanilhidrazonas como posibles agentes antituberculares. El documento
US3982020 describe bencilidenhidrazinas sustituidas y su uso como agentes hipoglucémicos-antihiperglucémicos,
agentes anti-obesidad y agentes antiinflamatorios. EI documento WOO0211715 describe compuestos de
bencilidenoaminoguanidina e hidroxiguanidina como ligandos para receptores de melanocortina y para el tratamiento
de trastornos en el sistema de melanocortina. Ring et al. Biorg. Medicina. Chem. Letts, 21, 1764-1774, 2013 describe
una serie de analogos de arilidenaminoguanidina como moduladores inhibidores del complejo receptor de N-metil-D-
aspartato. El documento GB1223491 describe derivados de aminoguanidina sustituidos, un proceso para su
preparacion y composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos.

Resumen de la invencion

Los compuestos que inhiben PPP1R15A y PPP1R15B pueden usarse ventajosamente para tratar una gama mas
amplia de enfermedades que los compuestos que inhiben selectivamente PPP1R15A.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona compuestos de la formula IA:

MN’/\\‘NHZ
N
RL?\ /[ Rﬁa
T
3a

A

v

(I1A)
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde:
X2 es CR?;
Y2 es CR4;
R'a, R, R% R4y R% representan cada uno independientemente H, F o ClI;
donde:
dos de R'?, R?2, R332 R*a y R% representan Cl, uno de entre R'?, R?3, R%, R*@ y R% representa F, y dos de entre
R'a, R?a R32 R* y R% representan H;
dos de R'?, R?2, R32 R*a y R% representan F, uno de entre R'2, R?2, R32 R*a y R% representa Cl, y dos de entre
R'a, R?a R32 R*y R% representan H; o
el compuesto es seleccionado de entre:
2- (3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2- (2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mismos.
En una realizacion, R% es H.
En una realizacién, el compuesto de férmula |A esta en forma de isomero E.

Otro aspecto de la invencion se refiere a compuestos de férmula IA para uso en terapia.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula IA:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en terapia, donde:

X2 es CR?a;

Y2 es CR4;

R'a, R?2 y R* son seleccionados independientemente de entre H, F y Cl, donde dos de entre R', R?2 y R*@ son
seleccionados de entre F y Cl y uno de entre R'2, R? y R*a representa H;

R32esF o Cl;

R% egs H.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a compuestos de férmula IA para uso en el tratamiento de un estado
de enfermedad aliviado por la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B.

También se describe el uso de un compuesto de formula IA en la preparacion de un medicamento para tratar un estado
de enfermedad aliviado por la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B.

También se describen procedimientos para tratar un estado de enfermedad aliviado por la inhibicion de PPP1R15A y
PPP1R15B en un sujeto que lo necesite, y dicho procedimiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de féormula IA.

En una realizacion, el estado de enfermedad aliviado por la inhibicién de PPP1R15A y PPP1R15B es un trastorno
asociado con la acumulacion de proteinas mal plegadas o un trastorno de proteostasis.

En una realizaciéon adicional, la enfermedad es la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, una
tauopatia, una enfermedad por trafico de proteinas o un trastorno de la mielina.

En otra realizacion, la enfermedad es cualquier trastorno por poliglutamina.

En una realizacién adicional, la enfermedad es la neuropatia motora distal hereditaria con mutaciones en la chaperona
HSJ1.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de
férmula IA como se describié anteriormente, mezclado con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable adecuado.

Breve descripcion de las figuras

Determinadas realizaciones de la presente invencion se describiran ahora, por medio de ejemplo Unicamente, con
referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra la unién selectiva de un inhibidor de R15B del Ejemplo 1 a R15B-PP1 sobre R15A-PP1.

La Figura 2 muestra que un inhibidor selectivo de R15B del Ejemplo 1 induce una fosforilacién transitoria de elF2a
en células en ausencia de estrés e induce la expresion de R15A en células.

La Figura 3 muestra que un inhibidor selectivo de R15B del Ejemplo 1 protege a las células del estrés.
La Figura 4 muestra los efectos de un inhibidor selectivo de R15B sobre la fosforilacion de elF2a después del

estrés. El compuesto del Ejemplo 1 prolonga la fosforilacion de elF2a después del estrés en momentos en los que
auln no se expresa R15A.
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La Figura 5 muestra la distribucién tisular de un compuesto del Ejemplo 1 que presenta una distribucion tisular
extensa.

La Figura 6 muestra que el tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1 (10 mg/kg) no es toxico.
La Figura 7 muestra que el tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1 (10 mg/kg) no es toxico.

La Figura 8 muestra la induccion de R15A en un mamifero después del tratamiento con un compuesto del Ejemplo
1.

La Figura 9 muestra la eficacia de un inhibidor de R15B del Ejemplo 1 para prevenir enfermedades en un mamifero.
El ejemplo usado en la Figura 8 es la enfermedad de Huntington y se usa el modelo de ratén HD82GIn (Schilling y
col., Hum. Mol. Genet., 8, 387-407, 1999). WT: ratones de tipo salvaje. Tg: HD82GIn.

La Figura 10 muestra los entrenudos de mielina en rojo (en forma de varilla) de los ganglios de la raiz dorsal (DRG)
cultivados y los nucleos en azul (en forma de 'gota' esférica) del genotipo indicado tratado con el vehiculo o
compuesto del Ejemplo 1. Los entrenudos de mielina en ratones mutantes para PMP22 son mas cortos. El
tratamiento con un compuesto del Ejemplo 1 aumentd la longitud de los entrenudos de mielina en los DRG de los
mutantes, revelando que mejoro la mielinizacion.

La Figura 11 muestra los niveles de glucosa en sangre en ratones obesos db/db (n=5 por condicion) después del
tratamiento con el compuesto del Ejemplo 1.

La Figura 12 muestra las tasas de sintesis de proteinas para un inhibidor selectivo de R15A (** columna -
guanabenz (GBZ)), un inhibidor selectivo de R15B (¥ columna - compuesto 16 (TST3)), una combinacion de GBZ
y TST3 (¥ columna), y un inhibidor de R15A/B (** columna - compuesto 10). La Figura muestra que un inhibidor
selectivo de R15A no inhibe la sintesis de proteinas en células no estresadas. Un inhibidor selectivo de R15B
inhibe transitoriamente la sintesis de proteinas en células no estresadas. La combinacién de un inhibidor de R15A
y R15B da como resultado una inhibicién persistente de la sintesis de proteinas. Asimismo, un inhibidor de R15A/B
inhibe persistentemente la sintesis de proteinas. El eje Y muestra las tasas relativas de sintesis de proteinas. El
eje X muestra el tiempo que sigue a la adicion de los compuestos (10 pM), en horas (h).

La Figura 13 muestra una inmunotransferencia que muestra que un inhibidor de R15A/B (compuesto 10 a 20 uM)
induce la expresion de ATF4, lo que confirma que el compuesto tiene un efecto sobre la diana. El tiempo después
de la adicion del compuesto a las células en cultivo se muestra debajo de la inmunotransferencia de ATF4 (0, 2, 5,
7,5 h).

Descripcion detallada de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona compuestos de la formula IA:

ﬁH
S,
MTI/ TSNH,
/,/,N
fa G
R m\(/ W//,,R
xi\{\ s
R&a
(IA)

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde:

Xa es CR?a;
Y2 es CR4;
R'a, R%  R% R4y R52 representan cada uno independientemente H, F o Cl; donde:

dos de R'?, R?2, R32 R*a y R% representan Cl, uno de entre R'?, R?3, R%, R*a y R% representa F, y dos de entre
R'a, R?a R32 R*y R% rgpresentan H;
dos de R'?, R?2, R32 R*a y R% representan F, uno de entre R'2, R?2, R32 R* y R% representa Cl, y dos de entre
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R'a, R? R32 R*y R% representan H; o
el compuesto es seleccionado de entre:

2- (3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2- (2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,

0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mismos.

Segun un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de formula IA:

7
R J\/ R
o
r
T

(I1A)
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en terapia, donde:

X2 es CR?%;

Y2 es CR*%;

R'a, R? y R*@ son seleccionados independientemente de entre H, F y Cl, donde dos de entre R'3, R%2 y R*@ son
seleccionados de entre F y Cl y uno de entre R'2, R? y R*a representa H;

R32esF o Cl;

R% es H.

En una realizacion, R'? es F o CI.

En otra realizacion, R® es F o Cl.

En otra realizacion, R es H.

En una realizacion, cuando X@ representa CR?2 e Y@ representa CR*?, dos de entre R'2, R?2, R% Ry R% representan
Cl.

En una realizacion, cuando X2 representa CR?? e Y2 representa CR*?, uno de entre R'2, R?2, R3%, R*a y R% rgpresenta
Cly uno de entre R'2, R%, R% R4y R% representa F.

En una realizacion, R'@ y R% representan ambos Cl.

En una realizacion, cuando X@representa CR?? e Y@ representa CR*?, tres de R'2, R?2, R% R* 2y R% regpresentan Cl y
dos de entre R'2, R?2, R3%, R%y R52 representan H.

En una realizacion, cuando X@representa CR?2 e Y2representa CR*?, dos de entre R'2, R?2, R% R*ay R5a representan
Cl, uno de entre R, R?2, R32, R*2 y R% representan F, y dos de entre R'2, R?2, R3%, R* y R% representan H.

En una realizacion, cuando X@representa CR?? e Y@ representa CR*?, dos de entre R'?, R?2, R%, R*a y R%a representan
F, uno de entre R'2, R?2, R3, R4 y R5 representa Cl y dos de entre R'2, R22, R%, R42 y R5 representan H.

En una realizacion, tres de R'?, R?2, R3, R*2y R representan Cl o F y dos de entre R'2, R?2, R3, R*@y R% representan
H, opcionalmente en donde al menos uno de entre R'?, R?2 R3% R4y R52 gs F.

En una realizacion, cuando X@representa CR?2 e Y2 representa CR*2, R% es Cl o F, dos de entre R'2, R?2, R*a y R%
son seleccionados de entre F y Cl y dos de entre R'?, R?3, R*2y R5 representan H.

En una realizacién, el compuesto de férmula |A esta en forma de isomero E.

También se describen compuestos de formula IB para su uso en el tratamiento de un estado de enfermedad aliviado
por la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B:
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(1B)

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, donde:

XP es N o CR?;

YP es N o CR*;

R™esH, F, CloBr;

R?b, R%, R4 RS representan cada uno independientemente H, F o Cl;
con las condiciones de que:

cuando XP e YP representan ambos N, R'@ y R% no son ambos ClI;

R'® no es Br cuando XP es CR%® y R%® gs ClI;

cuando R® y R* son ambos H, R'™ y R?* no son ambos Cl;

cuando X? es CR?® y R? y R% son ambos H, R'™ no es Cl cuando Y? es CR** y R* es F;
cuando X? es CR?® e YP gs CR*, R™, R% RSt R# y R% no son todos H;

cuando X es CR?® e YP es CR* y R?, R%, R4 y R5 son H, R'® no es Cl;

cuando X° es CR? e YP es CR* y R?, R3 y R* son H, R'® no es Cl cuando R%® es F;
cuando X° es CR?* donde R? es Cl e Y? es CR*" donde R* es H, R'"® no es Cl cuando R®,
R* y R5% son H, o cuando R y R* son Hy R% es Cl.

Los compuestos de formula IB son inhibidores de R15A y R15B.

El término "PPP1R15A" se usa de manera intercambiable con el término "R15A" y el término "PPP1R15B" se usa de
manera intercambiable con el término "R15B". Un inhibidor de PPP1R15A y PPP1R15B puede denominarse "R15A/B",
"R15AB" o0 "AB" en todas partes.

Los compuestos descritos en este documento incluyen:
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Compuesto
4

Compuesto
5

Cl Cl

H1\|| NH,
N
Compuesto 7
1
Cl
NH
HT NH,
N
Compuesto -
Cl
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Cl
NH
HT)J\NHZ
N
Compuesto &
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Cl
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NH

NH
HT//JL\\NHz
N
Compuesto &
7 cl
F
Cl
NH
HT’/J.L\NH2
N
Compuesto #
8
F
Cl
NH
erll’/”\‘NH2
Compuesto P
9
Br.
Cl
NH
HT‘/JJ\\NH2
Compuesto N
10
Cl
Cl Cl

HT NH,
N
Compuesto 7
11
(]
Cl
S
|
Compuesto &
12 ]
Cl
NH
HN)'I\NHz
|
Compuesto 7
13 Cl
-
Cl
NH
HT’/J]\“NH2
N
Compuesto 7
14 cl
Cl
:
NH
HT)I\NHQ
Compuesto ="

15
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HN NH,
Compuesto /L
16

Cl

Cl

NH
HN Ll
Compuesto A"
17 |
F
NH

i
N
Compuesto 7=
18 N
Cl
Cl
NH
HT)J\NHZ
Compuesto P
20
Cl
F
NH
HTJ\NHZ
Compuesto P
21
Cl
7= |
AN

NH
HN’/JL\\NHZ
|
Compuesto /
22 & N
N /
Cl
[
H.S%? hH,
Compuesto
23
NH
T NHz
Compuesto "
24
Cl
NH
HN NH,
Compuesto a 'L
25
Cl
.
NH
HT)J\NHz
Compuesto AN
26
Cl
Cl

10
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HN/JL\“NH2
Compuesto "
27 Cl
NH
HTJ\NHZ
Compuesto N
29
Cl
F F
NH
HT’/JL\\NHQ
Compuesto =N
30 |
F
Cl
NH
HT’/”\"NH2
Compuesto =N
31
Cl Cl
Cl

NH

HN NH
!
Compuesto &
32 cl
.
o
NH
HT NH,
Compuesto N
33
NH
HT NH,
Compuesto N
34
Cl Cl

Las formas del isémero E de los compuestos enumerados anteriormente son particularmente preferidas:

11
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NH

)k

HN NH,

Compuesto 1 (E) ][’

(E)-2-((4-clorofenil)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

Compuesto 2 (E)
Cl

(E)-2-((2,4-dicloropirimidina-5-il)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

NH
HT)]\NHQ
N
Compuesto 3 (E)
Cl (o

Cl

(E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Compuesto 4 (E)

(E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH
HT)I\NHZ
P
Compuesto 5 (E)
Cl (]

F

(E)-2-(3,5-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
NH

BN

H NH,

ZzZ—2=

F

Compuesto 6 (E) cl

Cl

cl
(E)-2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Compuesto 7 (E) NH

NH,

zZ—2Z

Cl

Cl
(E)-2-(2,4-dicloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

Hl\ll)J\NHz
= N
Compuesto 8 (E)
F
Cl
(E)-2-(4-cloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
NH
HT NH,
N
Compuesto 9 (E) F
Br
Cl

(E)-2-(2-bromo-3-clorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

14



Compuesto 10 (E)

Compuesto 11 (E)

Compuesto 12 (E)

Compuesto 13 (E)

Compuesto 14 (E)

ES 2 886 571 T3

T

H NH,

zZ—2=

Z

Cl

Cl Cl

(E)-2-(2,3,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

ZzZ—2=Z
N

Cl

Cl

(E)-2-(3,4-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

(E)-2-(2,4-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH;

Z—2Z

Cl

Cl

(E)-2-(2,4-dicloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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NH

NH»

z—2

Cl

[¢]]

F

(E)-2-(2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

PN

H NH,

Z—2z

P
Compuesto 15 (E)

Cl

F

(E)-2-(3-cloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

B

H NH,

z—2z

\

Compuesto 16 (E) (Ejemplo 1)

o]

cl
(E)-2-(2,3-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

B

H NH,

zZ—2=

P
Compuesto 17 (E)

(E)-2-(2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
Compuesto 18 (E)
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Compuesto 20 (E)

Compuesto 21 (E)

Compuesto 22 (E)

Compuesto 23 (E)
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NH
HT)kNHz
/ N
F
cl

Cl

(E)-2-(4,5-dicloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH,

z—2=

Cl

F
(E)-2-(2-cloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

HN NH,
P
Cl /
N \ |

(E)-2-((2-cloropiridina-3-il)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

(E)-2-((2,6-dicloropiridina-3-il)metileno)hidrazina-1-carboximidamida
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W

hiH,

(E)-2-(3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH,

Z—2=

Compuesto 24 (E)

Cl

(E)-2-(3-clorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

A

H NH,

z—2=

Compuesto 25 (E) cl

F

(E)-2-(2-cloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH
HTJKNHZ
P
Compuesto 26 (E)
cl

cl
(E)-2-(2,5-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Compuesto 27 (E)
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F

(E)-2-(2-cloro-3,4-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Compuesto 29 (E)
of

F F
(E)-2-(2-cloro-3,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

BN

NH,

z—2=

Compuesto 30 (E)

T

cl
(E)-2-(3-cloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

M

H NH,

ZzZ—2=z

=
Compuesto 31 (E)

Cl Cl

Cl

(E)-2-(2,3,6-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Compuesto 32 (E)

19



Compuesto 33 (E)

Compuesto 34 (E)
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NH»

z—2=

Cl

F

(E)-2-(2-cloro-4,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

NH

M

H NH,

T
N

F

(E)-2-bencilidenhidrazina-1-carboximidamida

)t
HT NH,
N
Cl Cl

(E)-2-(3,5-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Los nuevos compuestos de formula IA incluyen:

Compuesto 3: 2-
5 Compuesto 4: 2-
Compuesto 5: 2-
Compuesto 6: 2-
Compuesto 7: 2-

Compuesto 13:
10 Compuesto 14:

Compuesto 18:

Compuesto 27:

Compuesto 29:

Compuesto 32:
15

—~ A A

NDNNNNN

3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

2,4 ,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
3,5-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2,4-dicloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2,4-dicloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
4,5-dicloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2-cloro-3,4-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2-cloro-3,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
2-cloro-4,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Los nuevos compuestos de formula IA se pueden seleccionar de las siguientes formas de isémeros E:

Compuesto 3(E): (E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
Compuesto 4(E): (E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
20 Compuesto 5(E): (E)-2-(3,5-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Compuesto 6(E
Compuesto 7(E
Compuesto 13(
Compuesto 14(
Compuesto 18(
Compuesto 27(
(
(
(

(E)-2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
(E)-2-(2,4-dicloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
): (E)-2-(2,4-dicloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
): (E)-2-(2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
): (E)-2-(4,5-dicloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
): (E)-2-(2-cloro-3,4-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
Compuesto 29(E): (
Compuesto 32(E): (
Compuesto 34(E): (

):
):
E
E
E
E
E): (E)-2-(2-cloro-3,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

E): (E)-2-(2-cloro-4,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

E): (E)-2-(3,5-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

En una realizacion preferida de la invencion, el compuesto de formula IA es seleccionado del compuesto 3, es decir,
2-  (3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida, y el compuesto 4, es dedcir, 2-(2,4,5-
triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida, en particular el compuesto de formula |A es seleccionado de entre (E)-
2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida y (E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida.

En una realizacién, el compuesto de férmula IA es (E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida.
En otra realizacion, el compuesto de formula IA es (E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida.

En una realizacién, los compuestos de féormula IA inhiben PPP1R15A y PPP1R15B. La inhibicién de PPP1R15A y
PPP1R15B se puede determinar a partir de analisis de unién. Por ejemplo, la unién se puede analizar usando SPR
(resonancia de plasmon superficial) para obtener valores Ko. Un inhibidor de PPP1R15A y PPP1R15B puede definirse
como un compuesto en el que la diferencia en los valores de Kp entre R15A y R15B no es mas de aproximadamente
3 veces. En particular, la diferencia en los valores de Kp entre R15A y R15B no es mas de aproximadamente 2 veces.
Por ejemplo, la afinidad por una diana sobre la otra es inferior a aproximadamente 3 veces, en particular, inferior a
aproximadamente 2 veces. Un "inhibidor selectivo" se puede definir como un compuesto en el que la diferencia en los
valores Kb entre R15a y R15b es superior a 3 veces, o incluso mas preferentemente 10 o 20 veces.

En las células, los compuestos de formula IA inhiben la sintesis de proteinas. A diferencia de guanabenz, un inhibidor
de R15A que no inhibe la sintesis de proteinas en células no estresadas (Tsaytler y col., Science, 332, 91-94, 2011),
o un inhibidor de R15B que inhibe transitoriamente la sintesis de proteinas, la combinacién de un inhibidor de R15A y
R15B conduce a una inhibicién persistente de la sintesis de proteinas (Figura 12). Asimismo, un inhibidor de R15A y
R15B (compuesto 10) inhibe persistentemente la sintesis de proteinas (Figura 12). El gen ATF4 es inducido por el
inhibidor de R15A y R15B, lo que confirma que los compuestos estan en la diana (Figura 13).

En esta invencién se describe el uso de compuestos de férmula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, como inhibidores selectivos de PPP1R15B:

donde

X es N o CR?

Y es N, CR%;

R', R?, R®y R* son seleccionados independientemente de entre H, Cl o F;
con las condiciones de que:

cuando X es CR? e Y es CR* el compuesto de formula | esta al menos monosustituido;
cuando R3®es Cl, R2no es CI;
cuando ambos R' y R* son Cl, R2 no es CI;
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cuando el compuesto de formula | esta disustituido, X es CR?, Y es CR*y R' es Cl, R% no es ClI;
cuando R* es Cl y el compuesto de formula | esta disustituido, R? no es Cl;

cuandoR'es F, R2no es Cl;

cuando X o Y es N y el compuesto de férmula | es monosustituido, R" no es Cl;

cuando X es CR?, Y es CR* y el compuesto de férmula | estd monosustituido, R' no es F o CI.

El inhibidor selectivo de PPP1R15B, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se puede seleccionar de entre:

Ejemplo 1 (Compuesto 16 (E))

NH

NH,

e Z.

Cl

cl
(E)-2-(2,3-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Ejemplo 2

Cl

F

(E)-2-(2-cloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Sales y ésteres

Los compuestos descritos en esta invencion pueden estar presentes como sales o ésteres, en particular sales o
ésteres farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones pueden incluir uno o mas de los compuestos descritos en esta invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos. Se puede encontrar una revisiéon de las sales farmacéuticas adecuadas
en Berge et al., J Pharm Sci, 66, 1-19 (1977). Las sales que no son farmacéutica o veterinariamente aceptables pueden
ser valiosas como productos intermedios.

Los ésteres se forman utilizando acidos organicos o alcoholes / hidréxidos, dependiendo del grupo funcional que se
esté esterificando.

Enantiémeros/Tautémeros

En todos los aspectos de la presente invencién analizados previamente, la invencion incluye, cuando sea adecuado,
todos los enantidmeros, diastereoisémeros y tautomeros de los compuestos de la invencion. El experto en la materia
reconocera compuestos que poseen propiedades 6pticas (uno o mas atomos de carbono quirales) o caracteristicas
tautoméricas. Los enantidmeros y/o tautémeros correspondientes pueden aislarse/prepararse por procedimientos
conocidos en la técnica. Los enantidmeros se caracterizan por la configuracion absoluta de sus centros quirales y se
describen mediante las reglas de secuencia Ry S de Cahn, Ingold y Prelog. Tales convenciones son bien conocidas
en la técnica (por ejemplo, véase 'Advanced Organic Chemistry', 32 edicion, ed. March, J., John Wiley y Sons, Nueva
York, 1985).
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Isémeros estereoscopicos y geomeétricos

Algunos de los compuestos de la invencion pueden existir como estereoisémeros y/o isémeros geométricos, por
ejemplo, pueden poseer uno 0 mas centros asimétricos y/o geométricos vy, por lo tanto, puede existir en dos o mas
formas estereoisoméricas y geométricas. La presente invencién contempla el uso de todos los estereocisémeros e
isdmeros geométricos individuales de esos agentes inhibidores y mezclas de los mismos. Los términos usados en las
reivindicaciones abarcan estas formas, siempre que dichas formas conserven la actividad funcional adecuada (aunque
no necesariamente en el mismo grado).

La presente invencion también incluye todas las variaciones isotépicas adecuadas del agente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. Una variacion isotopica de un agente de la presente invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se define como aquella en la que al menos un atomo se reemplaza por un
atomo que tiene el mismo numero atémico pero una masa atémica diferente de la masa atomica que normalmente se
encuentra en la naturaleza. Los ejemplos de isétopos que se pueden incorporar en compuestos de la invencion y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen isétopos de hidrogeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo,
azufre, fluor, yodo y cloro, tales como 2H, 3H, 3C, “C, ®N, 70O, 80, 3'p, 32p, 353, 18F y 36C|, respectivamente.
Determinadas variaciones isotépicas del agente y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, por ejemplo,
aquellas en las que se incorpora un isotopo radioactivo como 3H o '“C, son utiles en farmacos y/o en estudios de
distribucion tisular del sustrato. Se prefieren particularmente los isétopos tritiados, es decir, 3H, y el is6topo carbono-
14, es decir, "*C por su facilidad de preparacion y deteccion. Ademas, la sustitucién con isétopos como el deuterio, es
decir 2H, puede ofrecer ciertas ventajas terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, un
aumento de la semivida in vivo o los requisitos de dosificacidon reducida y, por lo tanto, pueden ser preferidos en
algunas circunstancias. Por ejemplo, la invencion incluye compuestos de férmula | donde algun atomo de hidrégeno
ha sido reemplazado por un atomo de deuterio. Las variaciones isotopicas del agente de la presente invencion y las
sales farmacéuticamente aceptables del mismo de esta invencidén pueden prepararse generalmente mediante
procedimientos convencionales usando variaciones isotdpicas adecuadas de reactivos convenientes.

Profarmacos

La invencion incluye ademas los compuestos de la presente invencién en forma de profarmaco, es decir, compuestos
unidos covalentemente que liberan el farmaco original activo de acuerdo con cualquiera de los compuestos
ejemplificados in vivo. Dichos profarmacos son generalmente compuestos de la invencion en los que uno o mas grupos
apropiados se han modificado de manera que la modificacién puede revertirse tras la administracién a un sujeto
humano o mamifero. La reversion se realiza habitualmente mediante una enzima presente de forma natural en dicho
sujeto, aunque es posible administrar un segundo agente junto con dicho profarmaco para realizar la reversion in vivo.
Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen éster (por ejemplo, cualquiera de los descritos anteriormente), en los
que la reversion puede llevarse a cabo con una esterasa, etc. Otros de dichos sistemas seran bien conocidos por los
expertos en la materia.

Solvatos

La presente invencion también incluye formas solvatos de los compuestos de la presente invencion. Los términos
utilizados en las reivindicaciones abarcan estas formas.

Polimorfos

La invencion se refiere ademas a los compuestos de la presente invencién en sus diversas formas cristalinas, formas
polimérficas y formas hidratadas y/o anhidricas. Esta bien establecido dentro de la industria farmacéutica que los
compuestos quimicos pueden aislarse en cualquiera de dichas formas variando ligeramente el procedimiento de
purificacion y/o aislamiento de los disolventes usados en la preparacion sintética de dichos compuestos.

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Los compuestos descritos en esta invencién tienen aplicaciones terapéuticas potenciales para tratar y prevenir
diversas enfermedades y trastornos.

Un aspecto de la invencion se refiere a compuestos de férmula IA para uso en terapia.

También se describe un procedimiento para tratar a un sujeto que tiene un trastorno asociado con la acumulacion de
proteinas mal plegadas o una alteracién en la homeostasis proteica, donde el procedimiento comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion.

También se describe un procedimiento para tratar a un sujeto que tiene un estado de enfermedad aliviado por la

inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B, donde el procedimiento comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion.
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También se describe un procedimiento para prevenir un trastorno asociado con la acumulacién de proteinas mal
plegadas o una alteracion en la homeostasis proteica en un sujeto, donde el procedimiento comprende administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion.

También se describe un procedimiento para prevenir un estado de enfermedad aliviado por la inhibicion de PPP1R15A
y PPP1R15B en un sujeto, donde el procedimiento comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a compuestos de férmula IA para su uso en el tratamiento o prevencion de un
trastorno asociado con la acumulacién de proteinas mal plegadas o la alteracion en la homeostasis proteica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a compuestos de formula IA para uso en el tratamiento o prevencion de un
estado de enfermedad aliviado por la inhibicién de PPP1R15A y PPP1R15B.

También se describe el uso de un compuesto de féormula IA en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
o la prevencion de un trastorno asociado con la acumulacion de proteinas mal plegadas o la alteracion en la
homeostasis proteica.

También se describe el uso de un compuesto de férmula IA en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
o la prevencion de un estado de enfermedad aliviado por la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B.

Las enfermedades relacionadas con PPP1R15A y PPP1R15B son enfermedades que pueden mejorarse mediante
inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B. Estos incluyen trastornos asociados con la acumulacion de proteinas mal
plegadas o la alteracién en la homeostasis proteica (proteostasis), como la enfermedad de Huntington, la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, ataxias y otros trastornos de la poliglutamina, asi como la degeneracion
de la retina, glaucoma, esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y enfermedades pridnicas; trastornos asociados con la
agregacion de la proteina tau asociada a los microtubulos e incluyen la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica y complejo parkinsonismo-demencia, enfermedad del grano argirofilico, encefalopatia traumatica crénica,
degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion (DNTC), sindrome de Down, demencia
britanica familiar (FBD), demencia danesa familiar (FDD), demencia frontotemporal y parkinsonismo relacionados con
el cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracion lobar frontotemporal (DLFT), enfermedad de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, parkinsonismo de Guadalupe, distrofia mioténica, neurodegeneracion con acumulacién de hierro en el
cerebro, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, enfermedad de la motoneurona no guamefia con ovillos neurofibrilares,
enfermedad de Pick, parkinsonismo postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral con proteina pridnica, gliosis
subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva, retraso mental relacionado con SLC9A6, panencefalitis
esclerosante subaguda, demencia solo ovillos, y tauopatia de la sustancia blanca con inclusiones gliales globulares;
trastornos de la mielina, como esclerosis multiple, enfermedad de Pelizaecus-Merzbacher, enfermedad de
desvanecimiento de la sustancia blanca, encefalomielitis diseminada aguda, leucomalacia periventricular, lesion de la
sustancia blanca periventricular, Tabes dorsalis, enfermedad de Devic, neuritis 6ptica, leucoencefalopatia multifocal
progresiva, mielitis transversa, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, neuropatia periférica anti-MAG,
adrenoleucodistrofia, adrenomieloneuropatia, lesion difusa de la sustancia blanca, sindrome de Guillain-Barré,
mielindlisis central pontina, enfermedades desmielinizantes hereditarias tales como leucodistrofia y enfermedad de
Charcot Marie Tooth; enfermedades causadas por el mal plegamiento o defectos de trafico de cualquier proteina
producida en el reticulo endoplasmico (RE), como fibrosis quistica, bocio hipotiroideo congénito, diabetes
neurohipofisaria familiar, trastornos de la biosintesis de procolageno, incluida la osteogénesis imperfecta,
hipercolesterolemia, deficiencias de alfa-1 antitripsina, trastorno lisosémico, retinitis pigmentosa (RP) y enfermedad
inflamatoria intestinal; enfermedades metabdlicas, tales como diabetes, sindrome de Wolcott-Rallison, obesidad,
resistencia a la insulina, hiperlipidemia, enfermedad del higado graso y aterosclerosis; cancer; envejecimiento;
inflamacién; y otros trastornos que incluyen artritis reumatoide, diabetes tipo 1 y vitiligo.

En una realizacion preferida de la invencion, los compuestos descritos en esta invencion son para el uso en el
tratamiento de trastornos asociados con UPR o ISR patoldgicas y/o defectos en la homeostasis proteica.

Como se usa en esta invencion, el término "procedimiento” se refiere a maneras, medios, técnicas y procedimientos
para realizar una tarea determinada, incluidos, pero sin limitarse a, aquellos modos, medios, técnicas y procedimientos
que se conocen o se desarrollan facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos por
practicantes de las técnicas quimicas, farmacoldgicas, biolégicas, bioquimicas y médicas.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a aquella cantidad del compuesto que se administra que
lograra el objetivo del procedimiento citado, por ejemplo, aliviar hasta cierto punto uno o mas de los sintomas de la
enfermedad, afeccion o trastorno que se esta tratando.

En esta invencién, el término "tratar" incluye anular, inhibir sustancialmente, ralentizar o revertir la progresién de una

enfermedad o trastorno, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno o prevenir
sustancialmente la aparicién de sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno.
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La frase "fabricacion de un medicamento” incluye el compuesto descrito anteriormente directamente como
medicamento ademas de su uso en un programa de seleccion de agentes activos adicionales o en cualquier etapa de
la fabricacion de dicho medicamento.

Enfermedades con potencial plegamiento incorrecto de proteinas o péptidos ylo agregacién en su modo de
accion

Las proteinas que causan enfermedades se expresan a lo largo de la vida, pero las enfermedades degenerativas son
en su mayoria de aparicion tardia. Esto sugiere que las diferentes proteinas que causan enfermedades gradualmente
se vuelven perjudiciales con el tiempo. Si bien ahora esta bien establecido que las proteinas mal plegadas causan
distintas enfermedades degenerativas, sigue sin estar claro por qué se acumulan. Las células normalmente se
esfuerzan por asegurar que las proteinas estén correctamente plegadas y, de hecho, todas las células tienen sistemas
de control de calidad de proteinas potentes y sofisticados que manejan de manera muy eficaz las proteinas
potencialmente dafiinas durante décadas. Sin embargo, los mecanismos de control de la calidad de las proteinas
parecen fallar gradualmente con la edad, lo que lleva a la acumulacion de proteinas mal plegadas con las
consecuencias catastroficas resultantes para las células y los organismos. Estas proteinas o péptidos mal
plegados/agregados pueden estar presentes dentro o fuera de la célula y pueden encontrarse en cualquier lugar. En
principio, potenciar las defensas celulares naturales contra proteinas mal plegadas deberia representar un enfoque
genérico para reducir la patologia en diversas enfermedades de plegamiento incorrecto de proteinas donde las
proteinas mal plegadas/propensas a la agregacion estan presentes en la patologia. La presente invenciéon describe
dicho enfoque y demuestra tanto su seguridad como su eficacia en un mamifero.

Enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la
enfermedad de Huntington (EH), ataxias y otros trastornos poliglutaminicos, tauopatias, asi como degeneracion
retiniana, glaucoma, esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y enfermedades pridnicas son devastadores y afectan a un
numero cada vez mayor de personas de la poblacidon que envejece. Estas enfermedades son clinicamente diversas
pero comparten un mecanismo comun. Son causadas por la disfuncién progresiva y la muerte de células nerviosas
especificas en regiones selectivas del cerebro debido a la acumulacion de proteinas especificas de forma aberrante.
Las proteinas propensas a la agregacion y mal plegadas incluyen, pero no se limitan a: AB42, a-sinucleina, TAU, TDP-
43, TLS/FUS, SOD1, Huntingtina y otras proteinas con expansion de poliglutaminas, priones y producto(s) de
traduccion de C9ORF72.

El solicitante ha demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe selectivamente PPP1R15B-PP1, corrigiendo una
enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas en ratones. Por tanto, los inhibidores de PPP1R15B descritos en
esta invencion tienen aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de una variedad de enfermedades en las que esta
implicada una proteina mal plegada y, en particular, con una acumulacién de proteinas mal plegadas. También se
espera que los inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B tengan aplicacion en el tratamiento de enfermedades en las
que esta implicada una proteina mal plegada.

La presente invencion proporciona la terapia de trastornos por poliglutaminas.

La enfermedad de Huntington pertenece a un grupo mas amplio de trastornos, los "trastornos por poliglutamina”, que
se caracterizan por la expansion de los codones CAG traducidos en glutamina en proteinas no relacionadas. La
enfermedad de Huntington es causada por una expansién en el gen que codifica Huntingtin; La atrofia muscular espinal
y bulbar, la atrofia dentatorubro-palidoluisiana y las ataxias espinocerebelosas son causadas por la expansion de
genes que codifican el receptor de andrégenos, la atrofina 1, la ataxina 1, 2, 3, la subunidad del canal de calcio
dependiente del voltaje a y la TBP, respectivamente. La expansion de CAG se traduce en poliglutamina y provoca la
agregacion de la proteina afectada. En consecuencia, la prevencion y/o el tratamiento de trastornos por poliglutamina
como estos estan dentro del alcance de la invencion.

Como ejemplo, el solicitante ha demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 mejora la enfermedad de Huntington en
un mamifero. Por tanto, sin desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree que un inhibidor de PPP1R15B tiene un
efecto protector contra diversas enfermedades causadas por proteinas mal plegadas/agregadas tales como, pero sin
limitarse a, la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington (EH),
ataxias y otros trastornos por poliglutaminas, asi como, degeneracion retiniana, glaucoma, esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), tauopatias y enfermedades pridnicas. Se espera que los inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B
tengan el mismo efecto.

Las enfermedades incluyen cualquier enfermedad el mal plegamiento/agregacion esta relacionado con las proteinas
conocidas en la actualidad y descritas anteriormente, pero también serd aplicable a nuevas proteinas y quizas a
nuevas enfermedades en el futuro.

En una realizacién preferida de la invencion, la invencién proporciona la terapia de enfermedades de proteostasis.

En otra realizacion, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de una enfermedad en la
que la acumulacion de proteinas mal plegadas esta implicada en el modo de accion.
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En una realizacion adicional, la enfermedad o trastorno es enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson
(EP), enfermedad de Huntington (HD), ataxias u otro trastorno por poliglutaminas, degeneracion retiniana, glaucoma,
esclerosis lateral amiotrofica (ELA), tauopatias o una enfermedad pridnica.

En una realizacion particular, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de la enfermedad
de Huntington.

En otra realizacion, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson.

En una realizacion, la enfermedad o trastorno estd asociado con la agregacion de la proteina tau asociada a
microtubulos.

El solicitante ha demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe selectivamente PPP1R15B-PP1, corrigiendo una
enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas en ratones. Los inhibidores de PPP1R15B también pueden ser
utiles para prevenir o detener la progresion de enfermedades causadas por el mismo mecanismo: acumulacién de
proteinas mal plegadas. También se espera que los inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B tengan esta aplicacion.

Algunos ejemplos de dichas enfermedades incluyen enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica vy,
parkinsonismo y demencia, enfermedad de granos argiréfilos, encefalopatia traumatica crénica, degeneracion
corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con calcificaciones (DNTC), sindrome de Down, demencia britanica familiar
(FBD), demencia danesa familiar (FDD), demencia frontotemporal y parkinsonismo relacionados con el cromosoma
17 (FTDP-17) (causada por mutaciones de MAPT), degeneracién lobar frontotemporal (DLFT) (algunos casos
causados por mutaciones de C9ORF72), enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, parkinsonismo de
Guadalupe, distrofia mioténica, neurodegeneracion con acumulacién de hierro en el cerebro, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C, enfermedad de la motoneurona no guamefia con ovillos neurofibrilares, enfermedad de Pick,
parkinsonismo postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral con proteina priénica, gliosis subcortical progresiva,
paralisis supranuclear progresiva, retraso mental relacionado con SLC9A6, panencefalitis esclerosante subaguda,
demencia solo ovillos, tauopatia de la sustancia blanca con inclusiones gliales globulares.

En una realizacion, la enfermedad es un trastorno de la mielina.

La mielina es una proteina abundante tanto del sistema nervioso central como del periférico. Es producida por dos
tipos de células: oligodendrocitos en el sistema nervioso central y células de Schwann en el sistema nervioso periférico.
La mielina forma una vaina alrededor de los axones para asegurar la velocidad de conduccién de los impulsos
eléctricos a lo largo de un axon y para evitar que la corriente eléctrica se disipe del axdn. La funcion de la mielina es
esencial para el sistema nervioso.

Los trastornos de la mielina afectan a mas de 2,5 millones de personas en todo el mundo y se definen como una
enfermedad asociada con dafios en la mielina. Los trastornos de la mielina se manifiestan por diversos sintomas que
incluyen, entre otros, deficiencias motoras, deficiencias sensoriales, disfuncién cognitiva, alteraciones emocionales y
alteraciones de la coordinacion.

Existen muchos trastornos desmielinizantes, el mas comun de los cuales es la esclerosis multiple (EM). La esclerosis
multiple es una enfermedad autoinmune que afecta el cerebro y la médula espinal y produce desmielinizacion en el
cerebro. Ademas de la EM, otros trastornos desmielinizantes incluyen, pero no se limitan a la enfermedad de
Pelizaeus-Merzbacher y la enfermedad de desvanecimiento de la sustancia blanca, encefalomielitis diseminada
aguda, leucomalacia periventricular, lesién de la sustancia blanca periventricular, Tabes dorsalis, enfermedad de
Devic, neuritis éptica, leucoencefalopatia multifocal progresiva, mielitis transversa, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica, neuropatia periférica anti-MAG, adrenoleucodistrofia, adrenomieloneuropatia, lesién difusa de la
sustancia blanca, sindrome de Guillain-Barré, mielindlisis central pontina, enfermedades desmielinizantes hereditarias
tales como leucodistrofia y enfermedad de Charcot Marie Tooth (CMT).

La enfermedad de CMT es un grupo de neuropatias de mielina causadas por mutaciones en varios genes. Las
mutaciones en la proteina de mielina periférica PMP22 son las causas mas comunes de la enfermedad de CMT. Una
mutacion en PMP22 (Trembler-J) causa el plegamiento incorrecto de PMP22 y da como resultado una enfermedad en
ratones que se asemeja a la CMT en humanos debido a defectos en la mielina en el sistema nervioso periférico. Los
solicitantes han demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 puede mejorar la mielinizaciéon en explantes de ratones
neuropaticos. Los solicitantes han demostrado que la mejora de la mielinizacion en explantes de ratones neuropaticos
predice la eficacia en un mamifero (Das y col. Science, 2015). Por tanto, el compuesto del Ejemplo 1 sera util en el
tratamiento de la enfermedad de CMT en mamiferos y otros trastornos de la mielina en los que se sabe que los
mecanismos son similares e implican la via elF2a (Lin y Popko, Nat. Neurosci., 12, 379-385, 2009) y se prevé que los
inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B, como los compuestos de formula (1), también seran utiles en el tratamiento
de la enfermedad CMT.
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En una realizacién, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de trastornos de la mielina.

En otra realizacién, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de la enfermedad de
Charcot Marie Tooth.

En otra realizacion mas, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de trastornos de la
mielina del sistema nervioso central, por ejemplo, esclerosis multiple. Se sabe que los mecanismos de la enfermedad
de CMT y de la EM son similares a un agotamiento de las células productoras de mielina (células de Schwann en la
enfermedad de CMT vy oligodendrocitos en la EM) e involucran la sefializacion patoldgica de la via de elF2a-
RRR1R15A (Lin y Popko, Nat. Neurosci., 12, 379-385, 2009). Dado que los solicitantes han demostrado que el Ejemplo
1 es eficaz en una mielinopatia y también han demostrado la biodisponibilidad de un compuesto del Ejemplo 1 tanto
en el sistema nervioso central como en el periférico (Figura 5), se prevé que los inhibidores de PPP1R15B vy los
inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B seran utiles en el tratamiento de la esclerosis multiple.

En una realizacion, la enfermedad es una enfermedad que surge como consecuencia de una mutacién en una proteina
que da como resultado su mal plegamiento y localizacion errénea o defectos de trafico.

Los solicitantes han demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 puede rescatar defectos causados por una proteina
mal plegada, PMP22, sintetizada en el reticulo endoplasmico (RE). Debido al mecanismo de accion (disminucién de
la traduccion para aumentar el plegamiento), un inhibidor de PPP1R15B y un inhibidor de PPP1R15A y PPP1R15B
también seran utiles para el tratamiento de enfermedades debidas al plegamiento incorrecto o defectos de trafico de
cualquier proteina producida en el RE, incluidas las proteinas transmembrana o secretadas.

Los ejemplos de dichas enfermedades incluyen: fibrosis quistica causada por mutaciones que alteran el plegamiento
de la proteina transmembrana (CFTR); bocio hipotiroideo congénito con deficiencia de tiroglobulina debido al
plegamiento incorrecto y/o defecto de trafico de la hormona tiroglobulina; diabetes insipida neurohipofisaria familiar
causada por plegamiento incorrecto y ausencia de arginina vasopresina circulante (esto también puede incluir
determinadas formas de diabetes insipida nefrogénica heredada genéticamente); trastornos de la biosintesis de
procolageno en los que la enfermedad estd causada por un fallo en el plegado, ensamblaje y sintetizacion del
colageno, tal como, pero sin limitarse a, osteogénesis imperfecta; de manera mas general, cualquier enfermedad
genética de los tejidos conectivos en la que el plegamiento incorrecto / falta de sintesis o localizacion errénea de las
proteinas esta en el modo de accion, como la displasia de la placa de crecimiento asociada con defectos de proteinas
de la matriz extracelular; hipercolesterolemia, con defectos moleculares causados por mutaciones en el receptor de
LDL que causan falta de sintesis, transporte intracelular alterado o funcién anormal; deficiencias de alfa-1 antitripsina
debido al plegamiento incorrecto de alfa 1 antitripsina; trastorno lisosémico debido al plegamiento incorrecto de
proteinas asociadas con la funcién lisosémica, como la enfermedad de Gaucher y la enfermedad de Niemann-Pick y
la enfermedad de Anderson-Fabry; retinitis pigmentosa (RP), que es la forma mas comun de degeneracion retiniana
hereditaria causada por el plegamiento incorrecto de las proteinas de rodopsina, su retencién del RE y el estrés del
RE y la muerte celular resultantes; y enfermedad inflamatoria del intestino que se asocia con estrés del RE.

Por las mismas razones, se puede usar un inhibidor de PPP1R15B o un inhibidor de PPP1R15A y PPP1R15B para
tratar los siguientes trastornos, asociados con UPR patoldgica y/o defectos en una proteina transmembrana (Lin y
Popko, Nat. Neurosci., 12, 379-385, 2009). Estos trastornos incluyen, pero no se limitan a la enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher asociada con mutaciones en el gen de la proteina proteolipida de membrana (PLP) y la enfermedad de
desvanecimiento de la sustancia blanca (VWM), asi como la esclerosis multiple, un trastorno comun de la mielina.

En una realizacion, los compuestos descritos en esta invencion son para uso en el tratamiento de enfermedades que
surgen de una mutacién en una proteina que da como resultado el plegamiento incorrecto de la proteina y defectos
de localizacion o trafico incorrectos.

En otra realizacion, la enfermedad, que surge de una mutacién en una proteina que da como resultado un plegamiento
incorrecto de la proteina y defectos de localizacién o trafico, es seleccionada de entre fibrosis quistica, bocio
hipotiroideo congénito, diabetes insipida neurohipofisaria familiar, trastornos de la biosintesis de procolageno tales
como osteogénesis, hipercolesterolemia, deficiencia de alfa-1 antitripsina, trastornos lisosomales como la enfermedad
de Gaucher, la enfermedad de Niemann-Pick y la enfermedad de Anderson-Fabry, la retinosis pigmentaria y la
enfermedad inflamatoria intestinal.

En una realizacion, la enfermedad es una enfermedad metabdlica.

Se sabe que las enfermedades metabdlicas como la diabetes, la obesidad, la resistencia a la insulina, la hiperlipidemia,
la enfermedad del higado graso y la aterosclerosis estan asociadas con el estrés patolégico del RE y se cree que los
moduladores farmacoldgicos de la UPR pueden tener un beneficio terapéutico (Cao y Kaufman, 2012, Curr Biol,
volumen 22 (16)). Sin embargo, como no habia inhibidores de PPP1R15B previamente disponibles y se predijo que la
inhibicion de PPP1R15B seria perjudicial, y ademas, dado que inhibir las fosfatasas es un desafio, no estaba claro si
PPP1R15B podria ser una diana terapéutica en enfermedades metabdlicas.
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Los inventores han demostrado que el compuesto del Ejemplo 1 puede mejorar un trastorno metabdlico en un
mamifero (Figura 11). Por lo tanto, los inhibidores de PPP1R15B seran utiles para tratar trastornos metabdlicos tales
como, pero sin limitarse a, diabetes, obesidad, enfermedad del higado graso y aterosclerosis. También se espera que
los inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B, tales como los compuestos de formula (1), también sean utiles en el
tratamiento de trastornos metabdlicos.

En una realizacion, los compuestos descritos en esta invencion se utilizan en el tratamiento de trastornos metabdlicos.

En una realizacién preferida de la invencion, el trastorno metabdlico es seleccionado de entre diabetes, obesidad,
enfermedad del higado graso y aterosclerosis.

Los inhibidores selectivos de PPP1R15B también son utiles en el tratamiento de otros trastornos que incluyen artritis
reumatoide, diabetes, sindrome de Wolcott Rallison, enfermedad inflamatoria intestinal y vitiligo, que involucran a la
UPR en su mecanismo de accion (Cao y Kaufman, 2012, Curr Biol, vol. 22 (16)). También se espera que los inhibidores
de PPP1R15A y PPP1R15B, tales como los compuestos de formula (I), sean utiles en el tratamiento de estos
trastornos.

Cancer
En una realizacién, un compuesto descrito en esta invencion se utiliza en el tratamiento del cancer.

Las células cancerosas tienen un alto requerimiento metabdlico y su proliferacion depende de una sintesis de proteinas
eficiente. El inicio de la traduccién juega un papel crucial en el control de la homeostasis, diferenciacion, proliferacion
y transformacion maligna de las proteinas. El aumento de la iniciacion de la traduccién contribuye a la iniciacion del
cancer y, a la inversa, la disminucién de la iniciacién de la traduccién podria reducir el crecimiento tumoral (Donze y
col., 1995, EMBO J, 14, 3828-34; Pervin y col., 2008, Cancer Res, 68, 4862-74; Chen y col., 2011, Nat Chem Biol, 7,
610-6). Sin desear cefiirse a la teoria, se cree que la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B podria reducir la traduccion
en células tumorales y, por tanto, reducir el crecimiento tumoral.

Envejecimiento

Existe abundante bibliografia que muestra que la reduccion de la sintesis de proteinas aumenta la esperanza de vida
(Tavernarakis, 2008, Trends Cell Biol, 18 (5), 228-235). Por lo tanto, es razonable predecir que la reduccion de la
sintesis de proteinas mediante la inhibicion de PPP1R15A y PPP1R15B aumentara la vida util.

Inflamacion

Salubrinal es un inductor de la fosforilacion de elF2a y se cree que inhibe las fosfatasas R15A y R15B por un
mecanismo desconocido. Se encontré que Salubrinal suprime la inflamacién (Hamamura y col.,, 2015, Cellular
Signaling, 27 (4), 828-835). Sin embargo, Salubrinal no se puede utilizar en humanos debido a problemas de toxicidad.
Es razonable anticipar que los inhibidores de R15A/B descritos aqui seran una terapia potencial para enfermedades
que involucran inflamacion.

Un conjunto no exhaustivo de ejemplos de enfermedades asociadas con la inflamacién son: artritis, colitis ulcerosa y
enfermedad inflamatoria intestinal, infecciones asociadas con la inflamacién, fibrosis, enfermedades
neurodegenerativas asociadas con la inflamaciéon o, en general, cualquier enfermedad humana asociada con la
inflamacion.

En particular, las enfermedades asociadas con la inflamacion incluyen: artritis reumatoide; esclerosis multiple;
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), que es un término utilizado principalmente para describir dos afecciones, colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn; diabetes; nefritis IUpica; enfermedad autoinmune del oido interno (AIED); fibrosis
quistica; la enfermedad de Graves; miocarditis; hepatitis autoinmune; enfermedad de Alzheimer; enfermedad de
Parkinson; esclerodermia; enfermedad de la vesicula; tiroiditis de Hashimoto; reaccién autoinmune que se origina en
el intestino desencadenada por anticuerpos contra enzimas y proteinas tiroideas; Sindrome de Guillain-Barre, una
agresion autoinmune al sistema nervioso a menudo desencadenado por una respuesta autoinmune a factores
estresantes externos como las vacunas; polimialgia reumatica; leucemia; y asma.

Agentes antivirales

Los compuestos descritos en esta invencion pueden usarse como agentes antivirales. La sintesis de proteinas es
necesaria para la replicacion viral. Habiendo demostrado que los inhibidores de AB inhiben la sintesis de proteinas,
es razonable anticipar que bloquearan la replicacion viral y seran utiles para prevenir enfermedades infecciosas en
humanos. De hecho, a modo de ejemplo, se ha demostrado previamente que salubrinal, un inductor de la fosforilacion
de elF2a bloquea la replicacion del virus Herpex simplex (Boyce, M., y col. (2005) Science 307 (5711), 935-939). Sin
embargo, Salubrinal no se puede utilizar en humanos debido a problemas de toxicidad. Por lo tanto, los inhibidores de
R15A/B descritos en esta invencién pueden tener una ventaja terapéutica sobre otros inhibidores de la traduccion.
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Los solicitantes han demostrado que un inhibidor de PPP1R15B puede prevenir la enfermedad de Huntington.
PPP1R15B se expresa de manera constitutiva y, por lo tanto, es una diana de la enfermedad de aplicacion mas amplia.
Es razonable anticipar que los inhibidores de AB administrados a una dosis tal que las dianas solo se inhiban mediante
pulsos cortos evitaran la mayoria (si no todas) las enfermedades de plegamiento incorrecto de proteinas.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto descrito en esta invencién para su uso en terapia combinado con cualquier portador, adyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El término "composicion farmacéutica" en el contexto de esta invencién significa una composiciéon que comprende un
agente activo y adicionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los expertos en la materia conocen excipientes adecuados farmacéuticamente aceptables y generalmente incluyen
una composicion, material, portador, diluyente o vehiculo aceptables adecuados para administrar un compuesto de la
invencion a un animal.

En una realizacion, el animal es un mamifero. En otra realizaciéon, el mamifero es un ser humano.

Las formulaciones farmacéuticas incluyen aquellas adecuadas para administracion por via oral, tépica (incluida la
administracion cutanea, bucal y sublingual), rectal o parenteral (incluida la incluida la administracion, intradérmica,
intramuscular e intravenosa), nasal y pulmonar, por ejemplo, mediante inhalacion. La formulacion se puede presentar,
cuando sea adecuado, convenientemente en formas de dosificacidn unitarias y puede prepararse mediante cualquiera
de los procedimientos bien conocidos en la técnica farmacéutica.

Sin embargo, las dosificaciones se pueden variar segun los requisitos del paciente, la gravedad de la afeccion que se
trate y el compuesto que se utilice. La determinacion de la dosis efectiva esta dentro del alcance del experto, sin una
carga indebida. Las formas de dosificacion adecuadas para la administracion a mamiferos, incluidos los seres
humanos, se encuentran tipicamente en el intervalo de hasta 100 mg/kg peso corporal, o puede ser de 0,1mg/kg,
10mg/kg, 20mg/kg, 30mg/kg, por ejemplo.

En esta invencion, también se describe un proceso para preparar una composicion farmacéutica o veterinaria tal como
se describié anteriormente, y el proceso comprende la asociacion del (de los) compuesto(s) activo(s) con el vehiculo,
por ejemplo, mediante mezcla.

En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacidon uniforme e intimamente el agente activo con
vehiculos liquidos o vehiculos solidos finamente divididos, o ambos, y luego, si fuera necesario, moldeando el
producto. La descripcion se extiende a los procedimientos para preparar una composicion farmacéutica que
comprende poner un compuesto descrito en esta invencion en conjunto o asociaciéon con un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Todos los procedimientos incluyen la etapa de asociar un compuesto activo con
vehiculos liquidos o vehiculos soélidos finamente divididos en trozos o0 ambos y después, si es necesario, darle forma
al producto hasta alcanzar la formulaciéon deseada.

COMBINACIONES

En una realizacion particularmente preferida, el uno o mas compuestos de la invencion se administran en combinacion
con uno 0 mas de otros agentes activos, por ejemplo, farmacos existentes disponibles en el mercado. En tales casos,
los inhibidores de la invencién se pueden administrar de forma consecutiva, simultanea o secuencial con uno o mas
de los otros agentes activos.

La combinacion de un compuesto que es un inhibidor de R15A con un compuesto que es un inhibidor de R15B da
como resultado las mismas propiedades ventajosas que un compuesto que inhibe tanto R15A como R15B. Por tanto,
un aspecto de la presente invencion proporciona una combinacién de un compuesto inhibidor de R15A y un compuesto
inhibidor de R15B. La combinacion es util en el tratamiento de un estado de enfermedad aliviado por la inhibiciéon de
PPP1R15A y PPP1R15B, por ejemplo, un trastorno asociado con la acumulacion de proteinas mal plegadas o un
trastorno de proteostasis. La combinacion puede ser guanabenz, un inhibidor de R15A conocido, y (E)-2-(2,3-
diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida (compuesto 16), un inhibidor de R15B.

Los medicamentos en general son mas efectivos cuando se usan en combinacion. En particular, la terapia de
combinacién es deseable para evitar una superposicion de las principales toxicidades, mecanismo de accion y
mecanismo(s) de resistencia. Ademas, también es deseable administrar la mayoria de los farmacos en sus dosis
maximas toleradas con intervalos de tiempo minimos entre dichas dosis. Las principales ventajas de combinar
farmacos son que pueden favorecer efectos aditivos o posibles sinérgicos a través de interacciones bioquimicas y
también pueden disminuir la aparicion de resistencias.
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Se pueden sugerir combinaciones beneficiosas mediante el estudio de la actividad inhibidora de los inhibidores de
prueba con agentes de los que se sabe o se sospecha que son valiosos en el tratamiento de un trastorno en particular.
Este procedimiento también se puede utilizar para determinar el orden de administracion de los agentes, es decir,
antes, simultdneamente o después de la administracion. Dicha programacion puede ser una caracteristica de todos
los agentes activos identificados en este documento.

EJEMPLOS

Preparacion de los compuestos de acuerdo con la presente invencion

Los compuestos de acuerdo con la presente invencion y descritos en esta invencion se pueden preparar segun los
siguientes procedimientos, que se muestran con respecto a las formas isoméricas E. A partir de estos procedimientos,
el experto en la materia sabra como podrian obtenerse otras formas isoméricas, o el racemato.

Compuesto 1 - (E)-2-((4-clorofenil)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

\*5 R H e ':*EH
i f WNT O - i
{ A o V N - A S
N PiH;. " \pr"” \‘P\H-
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar
1 |4-clorobenzaldehido 0,060 g 140,57 0,00042 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,047¢g 110,55 0,00042 1,00
3 |Acetato de sodio 0,034 g 82,03 0,00042 1,00
4 |Etanol 1ml

Procedimiento:

A una solucion de 4-clorobenzaldehido (0,060 g , 0,00042 mol) en etanol (1 ml) se le afiadié6 secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,047 g, 0,00042 mol) y acetato de sodio (0,034 g, 0,00042 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se agité a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacién de la reaccién se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reacciéon se dejo
enfriar a 25 °C y se vertié en una solucién saturada de NaHCOs (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se trituré con éter dietilico (2 x 2 ml) y se secé al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,040 g, rendimiento del 47,8 %).

Compuesto 2 - (E)-2-((2,4-dicloropiridina-5-il)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de reaccion

& NH
HZN,NJLNHH‘C' cl o
N X0 H 2 X, .N__NH
| - DB
)\ Z metanol, reflujo |
Ccl” N )\ z NH,
Etapa -1 Cl N

Detalles experimentales:

A una solucion del Compuesto 14 (0,1 g, 0,56 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de aminoguanidina
(0,50 g, 0,45 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccién mostrd una conversion del
80 % en TLC. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se
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agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtré y luego se secé al vacio. El material sélido
obtenido se purificé adicionalmente mediante purificaciéon por HPLC preparativa para proporcionar el compuesto del
titulo en forma de un sélido amarillo (0,028 g, 27,12 %).

Compuesto 3 - (E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

]
%
Zl o, ,«f’;‘:m
R~ n
k '?") \\“‘wﬁ% l;\;H
g % ' |
o V«,»-""ﬁ '“‘”«-.,,&ﬂ &.{;ﬁ' Ab""‘-..wa_-_‘_f;"r d \MH;
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relaciéon molar
1 |3,4,5-triclorobenzaldehido 0,040 g 207,92 0,00019 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,021 g 110,55 0,00019 1,00
3 |Acetato de sodio 0,01 5¢g 82,03 0,00019 1,00
4 |Etanol Tml

Procedimiento:

A una solucién de 3,4,5-triclorobenzaldehido (0,040 g, 0,00019 mol) en etanol (1 ml) se le afiadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,021 g, 0,00019 mol) y acetato de sodio (0,015 g, 0,00019 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se calentd a 80 °C durante las 6 horas siguientes. La finalizacion de la reaccion se controlé en
TLC usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se
dejo enfriar a 25 °C y se vertio en una solucién saturada de NaHCOs (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron
al vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sdlido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se secé al
vacio para proporcionar el compuesto del titulo (0,036 g, rendimiento del 70,88 %). 1TH-NMR (DMSO-d6): o (ppm) 7,96
(s, 2H); 7,89 (s, 1H); 6,20 (brs, 2H); 5,69 (brs, 2H); MS (ESI+): m/z = 265,1 [M+H]+

Compuesto 4 - (E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

Cl Cl

Tributilamina Qzono

Trifenilfosfina Dimetilsulfuro

cl Cl
cl Cl AcOHHCLNaNO2 cl €l acetato de paladio DCM
KI,Na25203.5H20 DMF o. Metanol
————— _— ——————i~
X Cl °x
Etapa -1 Blapa 2 _ Cl
& NHy a | ap & Elapa -3
o 2) 3)

H HCl

N NH,
- 5

HaN Etapa 4

NH

Cl Cl
:@i/ [
PN
Cl Z \N NH,
N 2
Detalles experimentales:

Sintesis de 1,2,4-tricloro-5-yodobenceno [Compuesto Intermedio-1]
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AcOH,HCI,NaNO2, cJ Cl
CI]@CI KI,Na2S5203.5H20 ]@:
cl NH, Etapa -1 Cl |
(1)
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar

1 12,4,5-tricloroanilina 4,009 194,94 0,02051 1,00
2 |NaNO:2 1,419 69 0,02051 1,00
3 Kl 3,74 g 166 0,02251 1,10
4 |Naz2S203.5H20 1,50 g 2481 0,00610 0,30
5 | Acido acético 80 ml
6 |HCl conc. 4 ml
7 |Agua DM 4.8 ml

Procedimiento:

Se calentd una suspension de 2,4,5-tricloroanilina (4,00 g, 0,02051 mol) en acido acético (80 ml) a 35 °C hasta que la
mezcla se volvié transparente. Después de eso, la mezcla de reaccion resultante se dejo enfriar a 25 °C. Se afiadié
HCI concentrado (4 ml) a la mezcla de reaccion a 25 °C y la mezcla de reaccion se agité durante los 30 minutos
siguientes a la misma temperatura. Después, una solucién de NaNOz2 (1,41 g, 0.02051mol) en agua DM (4,8 ml) se le
afnadio a la mezcla de reaccion a 25 ° C y la mezcla de reaccion resultante se agité durante 30 minutos a la misma
temperatura. El material insoluble se elimind por filtracion y se lavé con acido acético (3 x 15 ml). Se afiadié Kl (3,74
g, 0,02251 mol) al filtrado transparente combinado a 25 °C. La mezcla resultante se agité a 25°C durante 30 minutos,
después se afnadié Na2S203.5H20 (1,50 g, 0,00610) a la mezcla de reaccidon que se agité adicionalmente a 25 °C
durante 30 minutos. Los sélidos insolubles finales en el material de la mezcla de reaccién se eliminaron por filtracion
y se lavaron con acido acético (3 x 10 ml). El filtrado transparente combinado se evapor6 a sequedad para obtener el
Compuesto Intermedio-1 (5 g, rendimiento del 79,6 %) que se usé para la siguiente etapa sin ningun procesamiento
adicional.

Sintesis de (E)-3-(2,4,5-triclorofenil)acrilato de terc-butilo [Compuesto Intermedio-2]

tributilamina
trifenilfosfina Cl Cl
cl acetato de paladio

Cl
:@: DMF Oz al
Cl | Etapa2 ><O
() 2

Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar

1 |Compuesto Intermedio-1 5,009 305,82 0,01634 1,00

2 |Acrilato de terc-butilo 8,30 g 128,1 0,06539 4,00

3 | Tributilamina 9,00g 185,3 0,04904 3,00

4 |Trifenilfosfina 042¢g 262,2 0,00162 0,10

5 |Acetato de paladio (Il) 0,73 g 2240 0,00325 0,20

6 |DMF 30 ml

Procedimiento:

A una solucién de Compuesto Intermedio-1 (5,00 g, 0,01634 mol) en DMF (30 ml) se le afadié secuencialmente
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acrilato de terc-butilo (8,30 g, 0,06539 mol), tributilamina (9,00 g, 0,04904 mol), trifenilfosfina (0,42 g, 0,00162 mol) y
acetato de paladio (Il) (0,73 g, 0,00325 mol) a 25 °C. La mezcla de reaccion resultante se calentd a 80 °C durante las
3 horas siguientes. La finalizacion de la reaccién se controlé en TLC usando n-hexano/acetato de etilo (9/1) como fase
moévil. Una vez completada la reaccién, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a 25 °C. La mezcla de reaccioén resultante
se evaporo a sequedad. El residuo resultante se suspendié en agua DM (200 ml) y se extrajo en acetato de etilo (3 x
250 ml). La capa organica combinada resultante se lavo con salmuera (100 ml), se seco sobre Na2SOa4 y se concentrd
al vacio para obtener el Compuesto Intermedio-2 deseado (3,3 g, rendimiento del 65,96 %) que se uso6 para la
siguiente etapa sin ningun procesamiento adicional.

Sintesis de 2,4,5-triclorobenzaldehido [Compuesto Intermedio-3]

ozono,
dimetilsulfuro

of cl DCM Cl cl
Metanol \J@[
Oy Etapa -3 Ox cl

Cl

>(O @ @)

Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar
1 |Compuesto Intermedio-2 0,25¢g 306 0,00081 1,00
2 | Dimetilsulfuro 0,32ml
3 |bDCM 30ml
4 |Metanol 20ml

Procedimiento:

El Compuesto Intermedio-2 (0,25 g, 0,00081 mol) se recogié en una mezcla de metanol: diclorometano (2:3) (50 ml) y
la mezcla de reaccion se enfrid a -78 °C con la ayuda de un bafio de hielo/acetona. Se purgd gas ozono en la mezcla
de reaccion a -78 °C hasta que la reaccién se volvié azul. A continuacién, se purgd gas de oxigeno en la mezcla de
reaccion durante 10 minutos a -78 °C seguido de la adicion de sulfuro de dimetilo (0,32 ml) a -78 °C. La mezcla de
reaccion resultante se dejo calentar a temperatura ambiente y se dejé agitar durante 10 minutos. La finalizacién de la
reaccion se controld en TLC usando n-hexano/acetato de etilo (9/1) como fase mévil. Una vez completada la reaccion,
la mezcla de reacciéon se evapor6 a sequedad. El residuo resultante se suspendié en agua DM (50 ml) y se extrajo en
acetato de etilo (3 x 20 ml). La capa orgénica combinada resultante se sec6 sobre Na2SOa4 y se concentré al vacio
para obtener el Compuesto Intermedio-3 deseado (0,25 g, cuantitativo) que se uso para la siguiente etapa sin ningun
procesamiento adicional.

Sintesis de (E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

=< W Cl
cl C N, Jh @L NH
"n . s 2
N9 G O T
(3)
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar

1 |Compuesto Intermedio-3 0,040g 207,92 0,00019 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,021g 110,55 0,00019 1,00
3 |Acetato de sodio 0,015¢ 82,03 0,00019 1,00
4 |Etanol Tml
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Procedimiento:

A una solucion de Compuesto Intermedio-3 (0,040 g, 0,00019 mol) en etanol (1 ml) se le afiadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,021 g, 0,00019 mol) y acetato de sodio (0,015 g, 0,00019 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se calenté a 80 °C durante las 6 horas siguientes. La finalizacion de la reaccién se controlé en
TLC usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se
dejo enfriar a 25 °C y se vertid en una solucion saturada de NaHCO3 (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron
al vacio y se lavaron con agua (5 ml). EI material sdlido resultante se trituré con éter dietilico (2 x 2 ml) y se secé al
vacio para proporcionar el compuesto del titulo (0,04 g, rendimiento del 78,76 %). '"H-NMR (DMSO-ds): 8 (ppm) 8,43
(s, 1H); 8,12 (s, 1H); 7,77 (s, 1H); 6,33 (brs, 2H); 5,83 (brs, 2H); MS (ESI+): m/z =265,17 [M+H]*

Compuesto 5 - (E)-2-(3,5-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:
NH

HaN J H-a

Cl NH H
0 H 2 cl x. .N___NH
metanaol, reflujo N Y
F . NH;

cl Etapa -1

Detalles experimentales:

A una solucién de 3,5-cloro-4-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,52 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,048 g, 0,43 mmol). La reaccién se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostré una conversion
del 80 % en TLC. La mezcla de reaccién se enfrié y se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto
bruto que se agitdé con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtré y se secoé al vacio. El material
solido obtenido se purificod adicionalmente mediante purificacion por HPLC preparativa para producir el compuesto del
titulo en forma de un sélido blanco (0,056 g, 54,24 %).

Compuesto 6 - (E)-2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
Esquema de sintesis:
MNH

HIN oL

._ HN™ “NH,
o S—NHy HCI o
- ot
) H;;; MN—HH jf
Gl T 2 i o,
T D ________ - \f H
B it
&) AT Etapa -1 A
“*] Cl- \T
Cl Cl
1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relaciéon molar
Compuesto Intermedio 1 0,19 209,5 0,00047 1
Compuesto Intermedio 2 0,052 g 110,5 0,00047 1
NaOAc 0,039¢ 82,03 0,00047 1
Etanol 1Tml - - 10V
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Procedimiento

A la solucién del Compuesto Intermedio 1 (0,1 g, 0,00047 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,052 g, 0,00047 mol)
en etanol (1 ml) se le afiadié NaOAc (0,039 g, 0,00047 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la reaccion
se controld por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afiadié la solucion fria de NaHCO3 (5 ml) a
la mezcla de reaccioén y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavd minuciosamente con agua (2 x 10 ml)
y se seco a presion reducida para obtener un producto puro que se sometio a analisis (0,097 g, rendimiento del 76,98
%).

Compuesto 7 - (E)-2-(2,4-dicloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

- NH
N, AL HC cl
N™ "NH; H
=0 H > N.__NH
metanol, reflujo N
Cl NHz
E Etapa -1 c

Detalles experimentales:

A una solucién de 2,4-dicloro-5-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,52 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,046 g, 0,42 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h a 65-70 °C. La mezcla de reaccion
se enfrié y el metanol se elimind a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se cristalizé con acetato
de etilo (30 ml) para dar un material solido. El material sélido obtenido se purificé adicionalmente mediante purificacion
por HPLC preparativa para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (0,1 g, 96,86 %).

Compuesto 8 - (E)-2-(4-cloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

X
H=CI
HzrxLH L

F. N H
0] F X, N NH
metanol, reflujo N \f
cl NHz

Etapa -1 cl

Detalles experimentales:

A una solucién de 4-cloro-3-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,63 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,056 g, 0,51 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostro una
conversion del 90% en TLC. La mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto
bruto que se agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtr6 y se secé al vacio. La purificacion
adicional del material sélido obtenido se llevd a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y
MeOH/DCM al 8 % como eluyente para producir el compuesto del titulo como un solido blanquecino (0,059 g, 54,48
%).

Compuesto 9 - (E)-2-(2-bromo-3-clorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
Esquema de sintesis:

Cl cl

Br H Br
i Metanol NH

cl
+ NH
5 HzN/ —
= Z N\
NH5

N NH
H 2

Detalles experimentales:
A una solucién de 2-bromo-3-clorobenzaldehido (0,63 mmol) en metanol (2 ml) se le afadié clorhidrato de

aminoguanidina (0,79 mmol). La reaccion se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostré una conversion del 90%
en TLC. La mezcla de reaccién se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se agité con
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acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtré y se secé al vacio. La purificacion del material sélido
se llevd a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y MeOH/DCM al 8,5 % como eluyente
para producir el compuesto del titulo.

Compuesto 10 - (E)-2-(2,3,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

cl ol
. M i -
i o H. _NH {f k \”‘f NH
i | N O eeee— || a J\
W rjé_H,J (v NS *g\ "Nk
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar
1 12,3,5-triclorobenzaldehido 0,040 g 207,92 0,00019 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,021g 110,55 0,00019 1,00
3 |Acetato de sodio 0,015¢ 82,03 0,00019 1,00
4 |Etanol Tmi

Procedimiento:

A una solucion de 2,3,5-triclorobenzaldehido (0,040 g, 0,00019 mol) en etanol (1 ml) se le afadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,021 g, 0,00019 mol) y acetato de sodio (0,015 g, 0,00019 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se calenté a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacién de la reaccion se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reacciéon se dejo
enfriar a 25 °C y se vertio en una solucion saturada de NaHCOs (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se trituré con éter dietilico (2 x 2 ml) y se secé al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,036g, rendimiento del 70,88 %).

Compuesto 11 - (E)-2-(3,4-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

cl ;
HCI - j
Cl A ~— X
e TRy i . NH \7?‘ “‘: NH
T N e |
> | S e, B
NN NH: i e ‘T-‘; MH
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relaciéon molar
1 |3,4-diclorobenzaldehido 0,030 g 173,96 0,00017 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,019¢g 110,55 0,00017 1,00
3 |Acetato de sodio 0,014g 82,03 0,00017 1,00
4 |Etanol 1ml
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Procedimiento:

A una solucién de 3,4-diclorobenzaldehido (0,030 g, 0,00017 mol) en etanol (1 ml) se le afadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,019 g, 0,00017 mol) y acetato de sodio (0,014 g, 0,00017 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se calenté a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacion de la reaccion se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo
enfriar a 25 °C y se vertidé en una solucion saturada de NaHCOs3 (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se sec6 al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,035g, rendimiento del 88,2%).

Compuesto 12 - (E)-2-(2,4-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
La siguiente sintesis del compuesto 12 se describe en Nguyen y col., 2014, 5 (10), 1075-1082

Esquema de sintesis:

¥ o
{ HEt /k
//)\x
= B " i NaH 2T NH
i o e \fﬁ E—_ %1 I ;
o A A ® i
Pl e 2 N N
CF s / s C;/"/‘\\\\/" s \»‘“N”‘/ \NH_E

Protocolo:
3,5-diclorobenzaldenhid (1,0 mmol, 175 mg) y sal de clorhidrato de aminoguanidina (1,0 mmol, 110 mg) en EtOH (2
ml) se agitaron a reflujo durante 12 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, el compuesto final se recuperd
como un precipitado después de la filtracion. El compuesto del titulo se recuperd en forma de un polvo blanco (210
mg, 79 %).

Compuesto 13 - (E)-2-(2,4-dicloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

NH
.—»'I'iw
HN HN™ “NH;
O S-NH; HCI -
“l HaN—NH }
Cl RN 2 Cl-. S
g |j ——————— ol l]
A Etapa -1 . L
= E” ».\:},-
Cl cl
1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relaciéon molar
Compuesto Intermedio 1 0,19 193,03 0,00051 1
Compuesto Intermedio 2 0,057 g 110,5 0,00051 1
NaOAc 0,042 g 82,03 0,00051 1
Etanol 1 mi - - 10V

Procedimiento:
A la solucién del Compuesto Intermedio 1 (0,1 g, 0,00051 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,057 g, 0,00051 mol)

en etanol (1 ml) se le afiadié NaOAc (0,042 g, 0,00051 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la reaccion
se controld por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afiadié la solucién fria de NaHCOs (5 ml) a
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la mezcla de reaccién y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavé minuciosamente con agua (2 x 10 ml)
y se seco a presion reducida para obtener un producto puro que se sometié a analisis (0,05 g, rendimiento del 38,75
%).

Compuesto 14 - (E)-2-(2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

JI“:EH
i
HN, ) HN™ TNH;
0. JNH; HCI _N
/] HoMN—NH s
PN Etapa -1 I J
o P e bl %% -
F F
1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relacién molar
Compuesto Intermedio 1 0,05¢ 193 0,00025 1
Compuesto Intermedio 2 0,028 g 110,5 0,00025 1
NaOAc 0,021g 82,03 0,00025 1
Etanol 0,5ml - - 10V

Procedimiento:

A la solucion del Compuesto Intermedio 1 (0,05 g, 0,00025 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,028 g, 0,00025 mol)
en etanol (0,5 ml) se le afadié NaOAc (0,021 g, 0,00025 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la
reaccion se controlé por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afiadio la solucion fria de NaHCOs
(2,5 ml) a la mezcla de reaccion y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavd minuciosamente con agua
(2 x5 ml) y se seco a presion reducida para obtener un producto puro que se sometié a analisis (0,043 g, rendimiento
del 67,18 %).

Compuesto 15 - (E)-2-(3-cloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

NH
i, AL e

NH H
cl =0 H ? Cl 2 N NH
metanol, reflujo N \f
F a NH,

Etapa -1

Detalles experimentales:

A una solucion de 3-cloro-4-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,63 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,087 g, 0,79 mmol). La reaccion se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostrd una conversion
del 80 % en TLC. La mezcla de reaccién se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se
agitoé con acetato de etilo (30 ml) para dar un material soélido que se filtré y se secé al vacio. La purificacion adicional
del material so6lido obtenido se llevd a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y MeOH/DCM
al 8 % como eluyente para producir el compuesto del titulo como un soélido blanquecino (0,053 g, 39,15%).

Compuesto 16 - (E)-2-(2,3-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Esquema de sintesis:
Procedimiento:

A una solucion de 2,3-diclorobenzaldehido (1e.) en etanol (300 ml) se le afiadié secuencialmente clorhidrato de
aminoguanidina (1eq.) y acetato de sodio (1eq.) a 25 °C. La mezcla de reaccion resultante se agité a 80 °C durante
las ~6 h siguientes. La finalizacion de la reaccion se controlé en TLC usando diclorometano/metanol (8/2) como fase
movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a 25 °C y se vertié en una solucion saturada
de NaHCOs3 (700ml). Los precipitados resultantes se filtraron al vacio y se lavaron con agua (100ml). El material sélido
resultante se tritur6 con éter dietilico (2 x 25 ml) y se secé al vacio para proporcionar el compuesto del titulo
(rendimiento del 85 %), considerando la sal monoacetato) LC-MS: m/z= 231,23 (M+H). '"H-NMR (DMSO-ds): 3 (ppm)
11,85 (brs, 1H); 8,35 (s, 1H); 8,19-8,21 (dd, 1H); 7,56-7,59 (dd, 1H); 7,32-7,36 (t, 1H); 7,04 (brs, 4H); 1,84 (s, 3H); MS
(ESI+): m/z = 231,23 [M+H]*

Compuesto 17 - (E)-2-(2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

HCH
o~ &
-
= + H Ny Etanol
8 wn N
s = 3
NH,

Procedimiento:

A una soluciéon de 2-clorobenzaldehido (1 eq.) en etanol (300ml) se le afiadié secuencialmente clorhidrato de
aminoguanidina (1eq.) y acetato de sodio (1eq.) a 25 °C. La mezcla de reaccion resultante se agitdé a 80°C durante las
~6 h siguientes. La finalizacion de la reaccién se controlé en TLC usando diclorometano/metanol (8/2) como fase
movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a 25 °C y se vertié en una solucién saturada
de NaHCOs (700 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al vacio y se lavaron con agua (100 ml). El material
sélido resultante se trituré con éter dietilico (2 x 25 ml) y se sec6 al vacio para proporcionar el compuesto del titulo.

Compuesto 18 - (E)-2-(4,5-dicloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

Cl 0. .OH Complejo de borano-metil OH
Cl 1. AICI3, CCl4, Reflujo, 0,5 h sulfuro (2M en THF), THF ¢
F TA, 14 h.
2 95% H,S0,, 50 °C. 7 h -
Cl
Cl
1 Cl 3
2 . :
Periodinano de Dess-Martin,
DCm, TA, 0,5h
F &
SN NH -
vy
NH )I\ﬂ_' Cl
Cl H-N. H-CI
27" N7 NH; Cl
Cl H 4

metanol, reflujo
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Detalles experimentales:

Etapa-1:

COOH

Cl
Cl

Int-2, T-3

Etapa-2:

OH

Cl
Cl

Int-3, T-3

Etapa-3:

Cl
Cl

Int-4, T-3

Etapa-4:

Cl

Cl
T-3

Se suspendid cloruro de aluminio (3,22 g, 24,24 mmol) en tetracloruro de carbono (20 ml)a0°Cy la
suspension se calentd gradualmente. Se afiadié gota a gota 1,2-dicloro-4-fluorobenceno (2,0 g, 12,12
mmol) durante 2 h a reflujo y la mezcla se calent6 a reflujo adicionalmente durante 0,5 h. Después
de dejar enfriar la solucion a temperatura ambiente, la mezcla se vertié cuidadosamente en agua
helada. La capa organica se lavé con agua, solucion de NaHCOs al 5 % y a continuacion con agua.
La fase organica se secd en MgSO4 y se concentré a presion reducida para dar el compuesto
intermedio bruto. EI compuesto intermedio bruto se suspendié en acido sulfdrico al 95 % y la
suspension se agitd a 50 °C durante 7 h. La solucion se vertié en agua helada y los cristales brutos
resultantes se recogieron por filtracién. Los cristales se disolvieron en una solucion 1 N de NaOH y
la solucion se lavo con acetato de etilo. La capa acuosa se neutralizé con una solucién de HCI 6N y
se extrajo con acetato de etilo. Los extractos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSOa4
anhidro y se concentraron a presion reducida. Los cristales brutos asi obtenidos se recogieron por
filtracion (0,35 g).

Se traté una solucion de Int-2 de T-3 (0,35 g, 1,67 mmol) en THF (10 ml) con complejo de metilsulfuro
de borano (2,51 mmol) a 0-5 °C. Se dejé que la mezcla llegara a temperatura ambiente, se agité durante
14 h a temperatura ambiente y se inactivé con una solucién saturada de NaHCO3 y metanol (2 ml). Se
extrajo la mezcla acuosa con acetato de etilo. La capa organica se lavé con HCl al 10 % y soluciones
saturadas de NaHCO 3, se seco sobre MgSO4 y se concentré para dar 0,275 g del producto en forma
de un sélido blanco.

A una solucién enfriada con hielo de Int-3 de T-3 (0,275 g, 1,41 mmol) en DCM se le afadié periodinano
de Dess-Martin (0,896 g, 2,11 mmol) y a continuacion se agitd durante 30 min. La mezcla de reaccion
se inactivo con una solucion saturada de NaHCOs y la agitacion se satisfizo durante 30 min. La capa
organica se separo, se lavd con agua, se secé sobre MgSO4 y se concentrd para proporcionar Int-4 de
T-3 (0,17 g).

A una solucién del Compuesto-3 (0,15 g, 0,77 mmol) en metanol (3 ml) se le afadié
clorhidrato de aminoguanidina (0,069 g, 0,62 mmol). La reaccién se agité durante 2 h a
\ 65-70 °C. La reaccion mostr6 una conversion del 100% en TLC.

N_N:H La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida para proporcionar un producto

bruto que se agitdé con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtr6 y
HaN se seco al vacio. El material sélido bruto se purificé adicionalmente mediante purificacion
por HPLC preparativa para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco
(0,085 g, 82,33 %).

Compuesto 20 - (E)-2-(2-cloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Esquema de sintesis:

b, | HN ™ NH,
0. };%“NHE HCI ) E‘!é
HaN—NH T
N § Etapa-1 [ L

P "‘“F- p %ﬁw F

1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relaciéon molar
Compuesto Intermedio 1 0,19 158,6 0,00063 1
Compuesto Intermedio 2 0,069 g 110,5 0,00063 1
NaOAc 0,051g 82,03 0,00063 1
Etanol 1 mi - - 10V

Procedimiento:

A la solucién del Compuesto Intermedio 1 (0,1 g, 0,00063 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,069 g, 0,00063 mol)
en etanol (1 ml) se le afiadié NaOAc (0,051 g, 0,00063 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la reaccion
se controld por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afiadié la solucion fria de NaHCO3 (5 ml) a
la mezcla de reaccién y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavé minuciosamente con agua (2 x 10 ml)
y se seco a presion reducida para obtener un producto puro (0,086 g, rendimiento del 63,07%).

Compuesto 22-(E)-2-((2,6-dicloropiridina-3-il)metileno)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

NH
7 N, L H=CI cl
N~ "NH, H
N XYy N0 H N X, N NH
| = metanol, reflujo NI N \(
Cl g Z NH,
Etapa -1 cl

Detalles experimentales:

A una solucién de 2,6-dicloronicotinaldehido (0,1 g, 0,57 mmol) en metanol (2 ml) se le afadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,079 g, 0,71 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 2 h a 65-70 °C.

La reaccion mostré una conversion del 80 % en TLC. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida para
proporcionar un residuo bruto que se agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtré y se
sec6 al vacio. La purificaciéon adicional del material sélido se llevé a cabo con cromatografia en columna usando gel
de silice (100-200) y MeOH/DCM al 5 % como eluyente para producir el compuesto deseado como un sélido amarillo
(0,040 g, 30,99 %).

Compuesto 23 - (E)-2-(3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida
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Esquema de sintesis:
NH

HoN.< )l\ H—ClI

N NH H
F o H : F x,N__NH
metanol, reflujo N \F
o NH2

Etapa -1

Detalles experimentales:

A una solucion de 3-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,81 mmol) en metanol (2 ml) se le afadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,047 g, 0,43 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 2 h a 65-70 °C. La reaccién mostré una
conversion del 90% en TLC. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida para proporcionar un residuo
bruto que se agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtr6 y se sec6 al vacio. La purificacion
adicional del material solido se llevd a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y
MeOH/DCM al 6,5 % como eluyente para producir el compuesto deseado como un soélido blanquecino (0,069 g, 66,83

%).
Compuesto 24 - (E)-2-(3-clorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

Gt C
L Hi i
o =

- w ; o :
- 8 L HH fi E fiH
Pt ol e s§ i
3 High i ]
e e L o ' N
ety . o - .,

N "‘-\‘ s o, i (,/«'N o
o T K“;ﬁ;” i
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relaciéon molar
1 |3-clorobenzaldehido 0,050 g 140,57 0,00035 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,039¢g 110,55 0,00035 1,00
3 |Acetato de sodio 0,028¢g 82,03 0,00035 1,00
4 |Etanol Tml

Procedimiento:

A una solucion de 3-clorobenzaldehido (0,050g , 0,00035 mol) en etanol (1 ml) se le afadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,039 g, 0,00035 mol) y acetato de sodio (0,028 g, 0,00035 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccion resultante se calenté a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacion de la reaccion se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase mévil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo
enfriar a 25 °C y se vertidé en una solucion saturada de NaHCOs3 (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se seco6 al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,035g, rendimiento del 50,19%).

Compuesto 25 - (E)-2-(3-cloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

cl NH
HN, L H=CI Cl
F N~ “NH, H
o H F X, N NH
metanol, reflujo N
NH,
Etapa -1
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Detalles experimentales:

A una solucién de 2-cloro-3-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,63 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,087 g, 0,79 mmol). La reaccién se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostré una conversion
del 90% en TLC. La mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se
agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtré y se sec6 al vacio. La purificacion del material
solido se llevo a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y MeOH/DCM al 8,5 % como
eluyente para producir el compuesto del titulo como un soélido blanquecino (0,088 g, 68,19 %).

Compuesto 26 - (E)-2-(2,5-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

i §
HCH i
P it _hH g/ 9 i
i il . T 1 H
i L HyM SR J L " i
k8] § ot s o P
< Ci
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relaciéon molar
1 |2,5-diclorobenzaldehido 0,045¢g 173,96 0,00025 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,028¢g 110,55 0,00025 1,00
3 |Acetato de sodio 0,020g 82,03 0,00025 1,00
4 |Etanol Tml

Procedimiento:

A una solucion de 2,5-diclorobenzaldehido (0,045g, 0,00025mol) en etanol (1 ml) se le afiadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,028g, 0,00025mol) y acetato de sodio (0,020g, 0,00025mol) a 25 °C. La mezcla de
reaccion resultante se calent6é a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacién de la reaccién se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase mévil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo
enfriar a 25 °C y se vertié en una solucion saturada de NaHCOs3 (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se sec6 al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,039 g, rendimiento del 65,55 %).

Compuesto 27 - (E)-2-(2-cloro-3,4-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

rEH
HN, HNT “NH
Q: o ‘;-*WNHQ FCI 4‘?{3
| HaN—NH §
Clw,_‘{j:’« e 2 L R

Detalles experimentales:

Calculo:
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Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relaciéon molar
Compuesto Intermedio 1 0,04 g 176,55 0,00022 1

Compuesto Intermedio 2 0,025 ¢ 110,5 0,00022 1

NaOAc 0,018 g 82,03 0,00022 1

Etanol 0,4 ml - - 10V

Procedimiento:

A la solucion del Compuesto Intermedio 1 (0,04 g, 0,00022 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,025 g, 0,00022 mol)
en etanol (0,4 ml) se le afadié NaOAc (0,018 g, 0,00022 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la
reaccion se control6 por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afadié la solucion fria de NaHCO3
(2,5 ml) a la mezcla de reaccion y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavé minuciosamente con agua
(2 x5 ml) y se seco a presion reducida para obtener un producto puro que se sometié a analisis (0,063g, rendimiento
del 95,43%).

Compuesto 29 - (E)-2-(2-cloro-3,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

HN, HN™ “NH;
o. P-NH HC &
‘"] HoN—MH =
Gl ;ﬂl 2o [,f,«n
. }1\2 I,vi-uF Etapa -1 s ﬁ -

1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relacion molar
Compuesto Intermedio 1 0,06 g 176,55 0,00033 1
Compuesto Intermedio 2 0,037 g 110,5 0,00033 1
NaOAc 0,027 g 82,03 0,00033 1
Etanol 0,6 ml - - 10V

Procedimiento:

A la solucion del Compuesto Intermedio 1 (0,06 g, 0,00033 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,037 g, 0,00033 mol)
en etanol (0,6 ml) se le afiadi6 NaOAc (0,027 g, 0,00033 mol) y se calent6 a 80 °C durante 4 h. El progreso de la
reaccion se controlé por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afadio la solucion fria de NaHCOs3
(2,7 ml) a la mezcla de reaccion y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavd minuciosamente con agua
(2 x 2,7 ml) y se seco a presion reducida para obtener un producto puro que se sometié a analisis (0,04 g, rendimiento
del 50,63 %).

Compuesto 30 - (E)-2-(3-cloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Cl
F HCl F
+ H NH Melanol NH
: N/ )j\
e} & N
Z 7 S NH
NH. H 2
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Detalles experimentales:

A una solucién de 3-cloro-2-fluorobenzaldehido (0,1 g, 0,63 mmol) en metanol (2 ml) se le afiadié clorhidrato de
aminoguanidina (0,087 g, 0,79 mmol). La reaccion se agité durante 2 h a 65-70 °C. La reaccion mostré una conversion
del 90% en TLC. La mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida para proporcionar un producto bruto que se
agité con acetato de etilo (30 ml) para dar un material sélido que se filtrd y se secd al vacio. La purificacién del material
solido se llevo a cabo con cromatografia en columna usando gel de silice (100-200) y MeOH/DCM al 8,5 % como
eluyente para producir el compuesto del titulo.

Compuesto 31 - (E)-2-(2,3,6-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

HCI

H NH

N NH

! g \K )]\
HoN — >
[} =N
- NH Sy NH,
2 H

Detalles experimentales:

A una solucion de 2,3,6-triclorobenzaldehido (0,040 g, 0,00019 mol) en etanol (1 ml) se le afadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,021 g, 0,00019 mol) y acetato de sodio (0,015 g, 0,00019 mol) a 25 °C. La mezcla
de reaccidn resultante se calenté a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacién de la reaccioén se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase mévil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo
enfriar a 25 °C y se vertié en una solucién saturada de NaHCO3 (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El sdlido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se secd al vacio para
obtener el compuesto del titulo.

Compuesto 32 - (E)-2-(2-cloro-4,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

HN, HN™ NH
O.. P—NH; HCI N
iy HaN—NH
N i} 9 Cla_
.QT_, ~ Etapa -1 I:‘?\“N""‘JWF
¢ 1
F
1
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad Peso molecular Mol Relacién molar
Compuesto Intermedio 1 0,19 176,55 0,00056 1
Compuesto Intermedio 2 0,062 g 110,5 0,00056 1
NaOAc 0,046 g 82,03 0,00056 1
Etanol 1 mi - - 10V

Procedimiento:

A la solucién del Compuesto Intermedio 1 (0,1 g, 0,00056 mol) y del Compuesto Intermedio 2 (0,062 g, 0,00056 mol)
en etanol (1 ml) se le afiadié NaOAc (0,046 g, 0,00056 mol) y se calenté a 80 °C durante 4 h. El progreso de la reaccion
se controld por TLC usando MeOH al 20 % en DCM como fase movil. Se afiadié la solucién fria de NaHCOs (5 ml) a
la mezcla de reaccioén y se agité durante 10 min. El precipitado se filtrd, se lavé minuciosamente con agua (2 x 10 ml)
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y se secO a presion reducida para obtener un producto puro que se sometié a analisis (0,117g, rendimiento del
89,31%).

Compuesto 34 - (E)-2-(3,5-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Esquema de sintesis:

cl Cl
§ M L
Ay i - MH
f = N P N )
] S — I
(xif\ i, ;,,U } e e \,:?":“N - rf..-?
o= T T M ol ~ N NH;
Detalles experimentales:
Calculo:
Productos quimicos Cantidad P.M. Mol Relacion molar
1 |3,5-diclorobenzaldehido 0,030g 173,96 0,00017 1,00
2 |Clorhidrato de aminoguanidina 0,019¢ 110,55 0,00017 1,00
3 |Acetato de sodio 0,013g 82,03 0,00017 1,00
4 |Etanol Tml

Procedimiento:

A una solucién de 3,5-diclorobenzaldehido (0,030 g, 0,00017 mol) en etanol (1 ml) se le afadié secuencialmente
clorhidrato de aminoguanidina (0,019 g, 0,00017 mol) y acetato de sodio (0,013g, 0,00017 mol) a 25 °C. La mezcla de
reaccion resultante se calenté a 80 °C durante las 6 h siguientes. La finalizacion de la reaccion se controlé en TLC
usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo
enfriar a 25 °C y se vertio en una solucion saturada de NaHCOs (10 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al
vacio y se lavaron con agua (5 ml). El material sélido resultante se triturd con éter dietilico (2 x 2 ml) y se sec6 al vacio
para proporcionar el compuesto del titulo (0,038g, rendimiento del 95,8%).

Procedimiento general A:

HICH
3 1 5 9
R, X R F X B
oy - - H . <
e g + /NM _-NH ._etano,.l \\ f‘/’: O HH
= | N S ‘/ |i |
1 | ® 2
Youn ; e Yo )\ N
\‘::./ \\// MH u k"‘:;:_x }// \HN.—"” \’NH);
i 2

A una solucion de benzaldehido (1eq.) en etanol (300 ml) se le afiadié secuencialmente clorhidrato de aminoguanidina
(1eq.) y acetato de sodio (1eq.) a 25 °C. La mezcla de reaccion resultante se agité a 80 °C durante las ~6 h siguientes.
La finalizacién de la reaccion se controlé en TLC usando diclorometano/metanol (8/2) como fase movil. Tras
completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a 25 °C y se vertié en una solucion saturada de NaHCO3
(700 ml). Los precipitados resultantes se filtraron al vacio y se lavaron con agua (100 ml). El material sélido resultante
se triturd con éter dietilico (2 x 25 ml) y se secd al vacio para proporcionar el derivado de aminoguanidina sustituido
deseado.

Los siguientes compuestos se prepararon de acuerdo con el procedimiento general A:

Ejemplo 1 (Compuesto 16(E)): (E)-2-(2,3-diclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Preparado siguiendo el procedimiento general A a partir de 2,3-diclorobenzaldehido con un rendimiento del 85 %
(considerando la sal monoacetato) LC-MS: m/z= 231,23 (M+H). 'H-NMR (DMSO-ds): & (ppm) 11,85 (brs, 1H); 8,35 (s,

1H); 8,19-8,21 (dd, 1H); 7,56-7,59 (dd, 1H); 7,32-7,36 (t, 1H); 7,04 (brs, 4H); 1,84 (s, 3H); MS (ESI+): m/z = 231,23
[M+H]*
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Ejemplo 2: (E)-2-(2-cloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida

Preparado siguiendo el procedimiento general A a partir de 2-cloro-4-fluorobenzaldehido con un rendimiento del 67
%. "H-NMR (DMSO-ds): & (ppm) 5,80 (brs, 2H); 5,84 (brs, 2H); 7,19-7,34 (m, 4H); 8,16 (s, 1H); MS (ESI+): m/z = 215,1
[M+H]*

Los protocolos y ensayos del Ejemplo A se llevaron a cabo en relacion con la inhibiciéon de PPP1R15B. Sin embargo,
se apreciara que los procedimientos descritos en esta invencion son igualmente aplicables a identicacion/analisis de
inhibidores de PPP1R15A y PPP1R15B.

Ejemplo A

Expresion, purificaciéon y andlisis de proteinas mediante resonancia de plasmén superficial
Expresion y purificacién de proteinas

PPP1R15A325-636 y PPP1R15B34-6% se expresaron y purificaron como sigue: los ADNc que codifican los aminoacidos
325-636 de PPP1R15A y 340-698 de PPP1R15B se marcaron con His y se clonaron en pMAL-c5x. Las PPP1R15A/B
recombinantes se expresaron en células BL21-Gold y se purificaron mediante cromatografia de afinidad en una
columna HisTrap HP (GE Healthcare), seguida de una columna MBPTrap HP (GE Healthcare). Las proteinas se
analizaron en geles BOLT SDS-PAGE 4-12% Bis-Tris (Life Technologies) tefiidos con SimplyBlue SafeStain (Life
Technologies). Se clon6 el ADNc que codifica PP1y humano en el vector de transferencia de baculovirus pDW464
para afiadir un péptido aceptor de biotina (BAP). El vector también codifica la holoenzima sintetasa de biotina de E.
coli (BirA), de modo que las proteinas marcadas con BAP pueden ser biotiniladas in vivo en células de insectos
Spodoptere frugiperda (Sf9) (Duffy y col., Anal. Biochem., 262, 122-128, 1998). Se utilizé el sistema de expresion de
baculovirus Bac-to-Bac (Life Technologies) para generar el ADN bacmidico recombinante y se utilizaron células de
insecto Sf9 para amplificar los stocks virales. Los cultivos se recogieron centrifugando a 1200 g durante 15 minutos,
las pastillas de células se resuspendieron en tampon de lisis (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, Triton al 0,2 %, glicerol
al 5 %, 1 comprimido de PiC (Roche) por 50 mly 0,2 mM PMSF) y se procedié a una sonicacion suave. La proteina
se purificd primero en una columna HiTrap Q HP de 5 ml (GE Healthcare) seguido de un HiLoad 16/600 Columna
Superdex 200 (GE Healthcare). Las fracciones positivas confirmadas por SDS-PAGE y western blot se combinaron,
se concentraron hasta ~1 uM y se almacenaron a -80 °C.

Captura de bio-PP1 en el chip sensor SA

Se uso6 un sistema Biacore T200 (GE Healthcare) para todos los experimentos y se capturé PP1 biotinilado usando un
chip sensor SA (GE Healthcare, catalogo no BR-1005-31). La superficie recubierta de estreptavidina se activo
mediante una inyeccion de 1 min con una solucién de NaOH 50 mM y NaCl 1 M. Se diluy6 biotina-PP1 en el tampdn
de funcionamiento (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, EGTA 0,1 mM, MnCI2 1 mM, Tween 20 al 0,05%) y se inyecto
a una concentracion de aproximadamente 300 nM directamente a la superficie recubierta de estreptavidina durante
100 segundos o para alcanzar el nivel de inmovilizacion de biotina-PP1 correspondiente a ~7000 RU. Se realiz6 una
inmovilizacién en blanco para una de las superficies del chip sensor SA para utilizarla como referencia.

Determinacion de las constantes de unién en estado estacionario de pequefias moléculas a complejos de
holofosfatasas elF2a utilizando la superficie biotina-PP1

Con pequefias desviaciones, se usaron el mismo procedimiento y condiciones en todos los experimentos de unidn.
Las moléculas pequefias se almacenaron como soluciones madre de 50 mM en DMSO al 100 %. Antes de determinar
las constantes de unién, se prepararon diluciones en serie de 12 u 8 concentraciones de los compuestos en el tampon
de funcionamiento en una placa de 96 pocillos. Antes de cada serie de dilucion de compuesto, la subunidad reguladora,
R15A o R15B, se diluyé a 15 uM en el tampdn de funcionamiento y se capturé en la superficie de biotina-PP1, para
formar el complejo de holofosfatasa en la superficie del chip sensor. A continuacioén, sin regenerar la superficie, se
inyectod la serie de diluciones del compuesto en la superficie del chip. Se analizaron los sensorgramas mediante el
software de evaluacion Biacore T200 y se determinaron las constantes de unién en base a un modelo de estado
estacionario. Se llevan a cabo experimentos cinéticos utilizando diferentes concentraciones del compuesto y se
determinan sus respectivos niveles de unién en equilibrio. Estos niveles de respuesta de equilibrio (Req) se
representan frente a la concentracién y se ajustan mediante un ajuste global, que es capaz de determinar las
constantes de afinidad de estado estacionario, es decir, la concentracion al 50 % de saturacion es KD (Frostell-
Karlsson y col., J. Med. Chem., 43, 1986-1992, 2000).

Cultivo de células de mamiferos

Las células HelLa se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con penicilina,
estreptomicina, que contiene suero bovino fetal (FBS) al 5 %y al 10 %, respectivamente. Las células MEF se cultivaron
en DMEM suplementado con penicilina, estreptomicina, glutamina, p-mercaptoetanol 55 pM, 1X aminoacidos no
esenciales (Sigma-Adrich) y FBS al 10 %. Donde se indica, las células se trataron con 2,5 pg/ml tunicamicina, DTT 1
mM (Sigma-Adrich) y o los compuestos indicados a las concentraciones indicadas.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 886 571 T3

Anadlisis de proteinas por inmunotransferencias

Para las inmunotransferencias, se sembraron células HelLa (80 000 células/ml) en placas de 12 pocillos 24 horas antes
de cada experimento. Inmediatamente después de los tratamientos indicados, las células se lisaron en 75 pl de tampén
Laemmli, se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos y se sonicaron. Las proteinas se separaron y analizaron tal como se
describe (Tsaytler y col.,, Science, 332, 91-94, 2011) con los siguientes anticuerpos: fosfo-elf2a [pS52] y
PPP1R15A/GADD34 (10449-1-AP; Grupo ProteinTech, 1/1000 dilucién) y ATF4 (Sc-200 Santa Cruz).

Evaluacion de la viabilidad celular

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 15 000 (HelLa) o 12 000 células/ml (MEFs) 24
horas antes del tratamiento. El estrés del RE se provocé mediante la adicion de medios nuevos que contenian 2,5
pg/ml tunicamicina (Sigma-Aldrich). Los compuestos del Ejemplo 1 se disolvieron en DMSO y se afiadieron como se
indica. Se usé DMSO como tratamiento de control. La viabilidad celular se evalué midiendo la reduccién de WST-8 [2-
(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] en formazan mediante el Cell
viability Counting Kit-8 (Dojindo) segun la recomendaciéon del proveedor, 48 horas después del tratamiento con
tunicamicina.

La toxicidad de los compuestos se evalua mediante el kit de conteo de viabilidad celular-8 (Dojindo) o en un Incucyte
(Essenbioscience) usando contraste de fase e IncuCyte™ y Cytotox Green Reagent.

Estudios en animales

Todo el cuidado y los procedimientos de los animales se realizaron de conformidad con la regulacién sobre el uso de
animales en la investigacion (Ley de Procedimientos Cientificos para Animales del Reino Unido de 1986) con
aprobacién ética local.

Para estudiar el efecto de un compuesto del Ejemplo 1 sobre el peso, se administraron los compuestos del Ejemplo 1
a ratones C3H/B6 por via oral una vez al dia y se registré el peso de los ratones diariamente durante 2 semanas.

Para evaluar la eficacia de un compuesto del Ejemplo 1 para mejorar el fenotipo de una enfermedad, se administro
por via oral a ratones transgénicos de 28 dias de edad o al control de la camada un compuesto del Ejemplo 1 (2 mg/kg)
o vehiculo durante 4 semanas. La progresién de la enfermedad se evalué pesando a los ratones durante el tratamiento
y evaluando su rendimiento motor después de 4 semanas de tratamiento.

Para evaluar si un compuesto del Ejemplo 1 tuvo los efectos secundarios de guanabenz, se administraron 10 mg/kg
de compuesto o guanabenz a los ratones (n>3) por via oral. Su actividad se controlé6 30 minutos después de la
dosificacion. Los ratones tratados con guanabenz no se movieron 30 minutos después de la dosificacion, debido a la
actividad hipotensora de guanabenz, a diferencia de los ratones tratados con el compuesto del Ejemplo 1 que fueron
tan activos como los ratones no tratados.

Los ratones HD-N171-82Q de ocho semanas de edad y sus compafieros de camada de tipo salvaje se habituaron
primero durante 1 min en un rotor estatico y durante 1 min a velocidad constante (4 rpm). Se repiti6 la habituacion. La
sesion de prueba consistié en cuatro ensayos con intervalos de 15 minutos entre ellos. Para cada ensayo, se colocaron
5 ratones en un rotor de aceleracion (4 a 40 rpm) y se registrd la latencia hasta la caida con un limite maximo para
cada animal establecido en 300 s.

Para el tratamiento de un trastorno metabdlico, se trataron animales Db/db (n=5 por condicién) una vez al dia con 1
mg/kg del compuesto del Ejemplo 1 durante tres semanas. Los niveles de glucosa en sangre se midieron con un
medidor de glucosa en sangre (DSI) entre las 9 y las 10 de la mafana. Los datos son promedios + error estandar del
promedio.

Cuantitativo RT-PCR

El ARN del cerebro se extrajo en ftrizol (Life Technologies). La concentracion de ARN se midid mediante un
espectrofotometro NANODROP1000 (Thermo Fisher Scientific), y se transcribié inversamente 1 uyg a ADNc usando
una ftranscriptasa inversa SuperScript (Life Technologies). La PCR cuantitativa con cebadores GAPDH (f):
ACCACAGTCCATGCCATCAC, GAPDH (r): TCCACCACCCTGTTGCTGTA, PPP1R15A (f):
CCTCCTGAAACTTGGGGACT; y PPP1R15A (r): GCTGTGATGTGGGATAAGCG se realizé usando SYBR® Select
Master Mix (Ref 4472908, biosistemas aplicados) en un Corbett Rotor-Gene versiéon 6000. La expresion de cada gen
se normalizé al gen de referencia GAPDH y se expres6 como cambio de veces calculado mediante la ecuacion de
Paffl.
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Culturas DRG

Los ganglios de la raiz dorsal (DRG) disecados de embriones tipo salvaje o Pmp22Tr-J (mutante PMP22) (Henry y
col., Neuropathol. Exp. Neurol., 42, 688-706, 1983) de 13,5 de desarrollo (E13.5) se cultivaron en cubreobjetos
recubiertos de colageno en medio neurobasal suplementado con 4 g/l glucosa, L-glutamina 2 mM, Suplemento B27 al
2 %y 50 ng/ml factor de crecimiento neuronal (NGF) durante 7 dias. Para diferenciar las células de Schwann e inducir
la mielinizacion, los DRG cultivados se mantuvieron en medio C (medio MEM suplementado con 4 g/l glucosa, L-
glutamina 2 mM, FCS al 10 %, 50 ng/ml NGF). EI medio C se sustituyé cada dos dias con acido ascorbico recién
afadido de 50 pyg/ml £ 5 nM del compuesto del Ejemplo | y se cultivd durante 14 dias para la mielinizacién por células
de Schwann. Los DRG cultivados se fijaron a continuacion en paraformaldehido al 4 % e inmunotefiido con MBP
(proteina basica de mielina de rata, dilucion 1/250, ab73498).

La referencia para los ratones es Pubmed ID: 631386.
Ensayo bioquimico
Ensayo 1: Un inhibidor selectivo de PPP1R15B se une selectivamente a PPP1R15B-PP1 (Figura 1)

Se utilizé la resonancia de plasmones de superficie (SPR) para medir la afinidad de unién de los compuestos al
complejo de fosfatasa PPP1R15A/B-PP1. El péptido aceptor de biotina (BAP) se fusionoé con el extremo N-terminal de
PP1y, lo que permite la biotinilaciéon de la proteina marcada con BAP en células de insecto Sf9. Tras la purificacion, la
proteina BAP-PP1y se capturd en un chip sensor de estreptavidina (SA-chip, GE healthcare) hasta un nivel de
respuesta de -5,000 RU. El uso de biotinilacion controlada permite una inmovilizacién orientada y uniforme en la
superficie del chip sensor. A continuacion, se utilizé el PP1y para capturar PPP1R15A/B y formar un complejo de
holofosfatasa en la superficie del chip de estreptavidina. Este complejo puede usarse a continuacion para probar la
union de compuestos. Se utilizé una concentracion de proteina PPP1R15A/B de 10 uM para formar el complejo de
holofosfatasa durante una inyeccion de 80 s. Una vez capturada la PPP1R15A/B, se inyectd una serie de
concentraciones de un compuesto sobre la superficie del chip, midiendo la unién del compuesto a la holofosfatasa.
Una vez completada la serie de concentraciones (8 o 12 concentraciones), la superficie se regenera con NaCl 3 M y
SE PUEDE capturar R15A/B de nuevo para formar un nuevo complejo de holofosfatasa para medir la unién de otra
serie de concentraciones de compuestos. El analisis del nivel de union en equilibrio en funcion de la concentracion da
afinidades de interaccién o afinidad de unién en estado estacionario (Kb).

La Figura 1 muestra los valores Ko para el compuesto del Ejemplo 1. Un Ko de 0,035 pM para PPP1R15B-PP1y 1uM
para PPP1R15A-PP1 demuestra que el compuesto del Ejemplo 1 se une selectivamente al complejo PPP1R15B-PP1,
pero esa unién al complejo PPP1R15A-PP1 es significativamente menor.

Ensayo 2: Un inhibidor selectivo de PPP1R15B induce la expresion de elF2a en las células, en ausencia de
estrés (Figura 2A y B)

La selectividad de un compuesto del Ejemplo 1 se reveld usando un ensayo de unién in vitro con proteinas
recombinantes. Sin embargo, aunque se puede usar un ensayo de union para cribar compuestos selectivos que se
unen a PPP1R15B, las propiedades de un compuesto no se predicen necesariamente mediante un ensayo de union.
Por tanto, se necesitan otros ensayos para evaluar si el compuesto inhibe la funcién PPP1R15B o no.

Se trataron células humanas con un inhibidor de PPP1R15B y se control6 la fosforilacion de elF2a a lo largo del
tiempo. Los inventores encontraron que, en ausencia de estrés (en condiciones en las que las células no expresan
PPP1R15A), el tratamiento de las células con un compuesto del Ejemplo 1 inducia la fosforilacién de elF2a. Esto se
manifestd entre 1y 7,5 horas después de la adicion del compuesto del Ejemplo 1. Sin embargo, 10 horas después de
la adicion del compuesto del Ejemplo 1, la fosforilacion de elF2a volvid a niveles basales. Esto sugirié que habia una
elF2a fosfatasa activa en este momento. De hecho, los inventores notaron que PPP1R15A se indujo en los puntos de
tiempo tardios después de la adicién del compuesto del Ejemplo 1 (ver Ensayo 3). La induccion transitoria de la
fosforilacion de elF2a demuestra que el compuesto es un inhibidor selectivo de PPP1R15B en las células. Ademas,
esto establece que el compuesto del Ejemplo 1 ahorra PPP1R15A. Este ensayo puede servir para identificar otros
inhibidores selectivos de PPP1R15B.

Ensayo 3: Un inhibidor selectivo de PPP1R15B induce la expresion de PPP1R15A en las células (Figura 2A y
B)

Las células y los organismos suelen tener mecanismos para compensar las deficiencias. Por tanto, los inventores
consideraron si las células podrian compensar la inhibicion de PPP1R15B induciendo PPP1R15A. Se ha informado
previamente que los niveles de PPP1R15A estan aumentados en el higado de ratones knock-out para PPP1R15B
(Harding y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106, 1832-1837, 2009). Se desconoce si esta respuesta compensadora es
especifica del higado o si puede se puede producir en células u otros tejidos. Ademas, antes de este estudio, se
desconocia si se podia observar la induccion de PPP1R15A tras la inhibicion farmacoldgica de PPP1R15B, ya que no
eran inhibidores selectivos de PPP1R15B anteriormente a este estudio.

La Figura 2B demuestra que se encontré que las células tratadas con un compuesto del Ejemplo 1 inducian
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PPP1R15A. Esta propiedad, la induccién de PPP1R15A, puede usarse como un procedimiento para seleccionar
inhibidores de PPP1R15B, ya que los compuestos que inducen la expresion de PPP1R15A en células poseeran
propiedades de inhibicién de PPP1R15B. Por ejemplo, un ensayo que usa un gen PPP1R15A o un promotor fusionado
a un gen indicador puede disefarse y desarrollarse en un cribado HTS para identificar compuestos que inducen
PPP1R15A.

Ensayo 4: Un inhibidor selectivo de PPP1R15B protege a las células del estrés (Figura 3)

La Figura 3 demuestra que un inhibidor selectivo de PPP1R15B protege a las células del estrés. Las células se
estresaron con tunicamicina (2,5 ug/ml) en presencia de 0,2-5 yM de un compuesto del Ejemplo 1. Se midi6 la
viabilidad celular 3 dias después del tratamiento.

El inhibidor del Ejemplo 1 protege a las células del estrés citotoxico causado por la tunicamicina. La citoproteccion
contra el estrés del RE se puede medir mediante un ensayo adecuado. En este caso, se midi6 la citoproteccion en
células HelLa en las que se provoco estrés en el RE mediante la adicion de medio que contenia tunicamicina, un
farmaco que bloquea la N-glicosilacion, evitando asi el plegamiento de proteinas e induciendo la respuesta de la
proteina desplegada. A continuacidn, se detecto la viabilidad celular en presencia y ausencia de un compuesto del
Ejemplo 1 después de un periodo de tiempo establecido, midiendo la reduccién de WST-8 en formazan usando el kit
estandar de viabilidad celular Cell Viability Counting Kit-8 de Dojindo. La citoproteccién del estrés del RE se midié en
términos del porcentaje de aumento de células viables (en relacion con el control) después del estrés del RE.

Ensayo 5: Un inhibidor selectivo de PPP1R15B prolonga la fosforilaciéon de elF2a durante la recuperacion del
estrés (Figura 4)

Los inventores razonaron que un inhibidor de PPP1R15B deberia prolongar la fosforilacion de elF2a después del
estrés. Para revelar esta actividad, fue crucial buscar condiciones donde

PPP1R15A no se expresa para evitar efectos de confusion. Los inventores aprovecharon la cinética rapida y la
reversibilidad de la induccién de estrés por DTT (Bertolotti y col., Nat. Cell. Biol., 2, 326-332, 2000; Jousse y col., 2003)
y monitorizaron la fosforilacion de elF2a en las células después de un tratamiento de 30 minutos con DTT 1 mM y un
lavado. Los inventores encontraron que la disminucién en la fosforilacion de elF2a que se produce normalmente
después del lavado de DTT se retrasa y esto se produjo antes de cualquier induccion sustancial de PPP1R15A. Por
lo tanto, la monitorizacion cuidadosa de la cinética de la desfosforilacion de elF2a en la fase temprana de un paradigma
de recuperacion del estrés como el que se describe aqui puede usarse para identificar otros inhibidores de PPP1R15B.

El compuesto del Ejemplo 1 en ratones (Figura 5) tiene una buena distribucion tisular

El analisis de tejidos de ratdn (plasma, cerebro, médula espinal, pancreas, higado) en diferentes momentos después
de la alimentacion por sonda oral de un compuesto del Ejemplo 1 revelé que el inhibidor de PPP1R15B tiene una
distribucion tisular extensa y, por lo tanto, demuestra su aplicaciéon en el tratamiento de diversas enfermedades y
trastornos que afectan a diferentes 6rganos.

El tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1 no es téxico para los ratones (Figura 6)

Los ratones se trataron con el Ejemplo 1 y se controlaron de cerca para detectar cualquier signo clinico. Se encontré
que los ratones tratados durante 2 semanas con hasta 10 mg/mg una vez al dia de un compuesto del Ejemplo 1 eran
indistinguibles de los ratones tratados con placebo y los ratones aumentaron de peso normalmente (Figura 6). Esto
demuestra que la inhibicion de PPP1R15B no es toxica. Esto fue sorprendente e inesperado, ya que antes de este
estudio se habria especulado que los inhibidores de PPP1R15B serian tan perjudiciales que no tendrian potencial
terapéutico.

El tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1 no provoca los efectos secundarios provocados
por guanabenz (Figura 7)

En los seres humanos, la actividad agonista adrenérgica de guanabenz tiene efectos secundarios que incluyen
somnolencia y coma a dosis altas (A. H. Hall, Ann Intern Med 102; 787-788; 1985). Debido a estos efectos secundarios,
el guanabenz ya no se usa en humanos. Se anticipa que los derivados de guanabenz tienen los efectos secundarios
del guanabenz, asociados con la actividad adrenérgica alfa-2. Si bien la relacién estructura-actividad de guanabenz
con el receptor adrenérgico alfa-2 no esta disponible, los inventores encontraron sorprendentemente aqui que el
Ejemplo 1 carece de los efectos secundarios del guanabenz, aunque estructuralmente es muy similar.

Ensayo 6: Induccién de PPP1R15A en un mamifero después del tratamiento con un compuesto del Ejemplo 1
(Figura 8)

La induccién de PPP1R15A se evalué mediante gPCR en ARNm total extraido de cerebros de ratones tratados con
las dosis indicadas del compuesto del Ejemplo 1.
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De manera similar a lo que se habia visto en las células, se encontré que los ratones inducian PPP1R15A después
de un tratamiento con un compuesto del Ejemplo 1 y que esta induccién era dependiente de la dosis. Esto explica por
qué en ratones se tolera un inhibidor selectivo de PPP1R15B: la induccién de PPP1R15A desfosforila elF2q,
asegurando que la fosforilacién de elF2a que resulta de la inhibicion de PPP1R15B por un compuesto del Ejemplo 1
es solo transitoria. Esto es importante porque una fosforilacion persistente de elF2a es perjudicial. La induccion de
PPP1R15A in vivo por un inhibidor de PPP1R15B es un parametro farmacodinamico que puede usarse para evaluar
la eficacia y potencia de los inhibidores de PPP1R15B en mamiferos en estudios preclinicos o clinicos.

Un compuesto del Ejemplo 1 previene una enfermedad en un mamifero (Figura 9)

El aumento del plegamiento mediante la inhibicion de PPP1R15B tiene el potencial de beneficiar a una amplia gama
de patologias humanas. Para probar esto, los inventores observaron la enfermedad de Huntington (EH), una
enfermedad de proteostasis causada por la acumulaciéon de una proteina mal plegada, la huntingtina mutante. Hay
algunos informes que indican que la huntingtina mutante induce la UPR (Duennwald y Lindquist, Gene & Development,
22, 3308-3319, 2008; Nishitoh y col., Genes & Development, 16, 1345-1355, 2002). Sin embargo, la incapacidad de
los inventores de detectar PPP1R15A en modelos de la enfermedad de Huntington sugirié que PPP1R15A no es una
diana terapéutica para la EH. Como la EH no tiene cura hasta la fecha, los inventores probaron si la EH podria
prevenirse mediante la inhibicion de PPP1R15B. Los inventores encontraron que el tratamiento de ratones con EH
con 2 mg/kg de un compuesto del Ejemplo 1 impidio el deterioro del rendimiento motor (Figura 9). Esto demuestra que
PPP1R15B es una diana terapéutica valida y que, por lo tanto, la inhibicion de PPP1R15B ser4 util en el tratamiento
y prevencion de enfermedades.

Como se demuestra aqui, para determinar si una enfermedad se puede prevenir o mejorar mediante la inhibiciéon de
PPP1R15B, se pueden tratar modelos de ratén o humanos con dosis tolerables del inhibidor. Para atestiguar la
inhibicion de la diana in vivo, los marcadores de la via de PPP1R15B pueden monitorizarse y usarse como marcadores
farmacodinamicos. Dichos marcadores pueden ser PPP1R15A, como se muestra aqui (Figura 8) o cualquier otra diana
en la via como los marcadores de UPR o ISR (que incluyen, entre otros, fosforilacion de elF2a, CHOP, ATF4). Como
se muestra aqui con un compuesto del Ejemplo 1, un inhibidor de PPP1R15B sera util para terapias siempre que sea
seguro y esto esta determinado por la selectividad del compuesto para PPP1R15B.

Mielinizacion en explantes de ratones neuropaticos (Figura 10).

La enfermedad de CMT es un grupo de neuropatias de mielina causadas por mutaciones en varios genes. Las
mutaciones en la proteina de mielina periférica PMP22 son las causas mas comunes de la enfermedad de CMT. Una
mutacion en PMP22 (Trembler-J) causa el plegamiento incorrecto de PMP22 y una enfermedad en ratones que se
asemeja a la CMT en humanos debido a defectos en la mielina en el sistema nervioso periférico. Los explantes de
ratones mutantes PMP22 recapitula la grave hipomielinizacion observada en las enfermedades humanas. Los
inventores encontraron que el tratamiento del cultivo de ganglios de la raiz dorsal (DRG) de ratones mutantes PMP22
mejoro la mielinizacion. Se ha descubierto previamente que los cultivos de DRG de ratones mutantes son modelos
utiles para predecir la eficacia terapéutica de los compuestos. Por tanto, los datos aqui presentes demuestran que el
compuesto del Ejemplo 1 sera util para tratar una enfermedad causada por mutacién o sobreproduccién de PMP22,
como la enfermedad de CMT. El compuesto del Ejemplo 1 también sera util en el tratamiento de otros trastornos de la
mielina.

Evaluacion de la eficacia de PPP1R15B en una enfermedad metabdlica (Figura 11)

Se sabe que las enfermedades metabdlicas como la diabetes, la obesidad, la enfermedad del higado graso y la
aterosclerosis estan asociadas con el estrés patolégico del RE y se cree que los moduladores farmacologicos de la
UPR pueden tener un beneficio terapéutico. Como no habia inhibidores de PPP1R15B disponibles antes de este
estudio, no estaba claro si PPP1R15B podria ser una diana terapéutica en enfermedades metabdlicas. Los inventores
probaron esta posibilidad y encontraron que el tratamiento de ratones obesos con un compuesto del Ejemplo 1 redujo
el nivel patolégico alto de glucosa en sangre en estos mamiferos (Figura 11). Esto demuestra que el tratamiento con
un compuesto del Ejemplo 1 puede mejorar un trastorno metabdlico.

Habiendo demostrado en un modelo de enfermedad que el tratamiento con un compuesto del Ejemplo 1 es

beneficioso, es evidente que los compuestos de la invencion seran beneficiosos para otros trastornos metabdlicos de
mamiferos tales como diabetes, obesidad, enfermedad del higado graso y aterosclerosis.

Ejemplo B
Expresion y purificacion de proteinas
MBP-R15A325636_Hjs y MBP-R15B34-6%_Hisse expresaron y purificaron como se describe anteriormente (Das y col.

Science, 2015). Se cloné ADNc que codifica PP1y humano en el vector de transferencia de baculovirus pDW464 para
afadir un péptido aceptor de biotina N-terminal (BAP). El vector también codifica la holoenzima sintetasa de biotina
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de E. coli (BirA), de modo que las proteinas marcadas con BAP pueden ser biotiniladas (bio-PP1c) in vivo en células
de insectos Spodoptere frugiperda (Sf9) (Duffy y col., Anal. Biochem., 262, 122-128, 1998). Se usé el sistema de
expresion de baculovirus Bac-to-Bac (Thermo Fisher Scientific) para generar el ADN del bacmido recombinante y se
usaron células de insecto Sf9 para amplificar las reservas virales. La proteina se produjo utilizando células de insecto
Sf9 en medio Insect-Xpress (Lonza). bio-PP1c se purifico6 mediante cromatografia de intercambio anidnico en una
columna HiTrap Q HP (GE Healthcare), seguida de filtracién en gel (HiLoad 16/600 Columna Superdex 200, GE
Healthcare. Las proteinas se analizaron en geles BOLT SDS-PAGE 4-12 % Bis-Tris (Thermo Fisher Scientific) tefiidos
con InstantBlue (Expedeon) y la presencia de un PP1 biotinilado se confirmé mediante una transferencia de Western
usando un anticuerpo Pierce High Sensitivity Streptavidin-HRP (Thermo Fisher Scientific). Esto da como resultado una
proteina parcialmente pura, la purificacion completa se alcanza en etapas posteriores debido a la alta afinidad y
especificidad de la biotina a la estreptavidina (en el chip SPR).

Resonancia de plasmones superficiales (SPR)
Captura de bio-GBZ o bio-PP1c en el SA Sensor Chip

Se utilizé un sistema Biacore T200 (GE Healthcare) para todos los experimentos y GBZ biotinilado (bio-GBZ)
{Tsaytler:2011ji} o bio-PP1 se capturé6 en un Sensor Chip SA (GE Healthcare). La superficie recubierta de
estreptavidina se activd mediante una inyeccion de 1 minuto con una soluciéon de NaOH 50 mM y NaCl 1 M tres veces
a un caudal de 10 pl/min. bio-GBZ o bio-PP1c se diluy6 en el tampdén de funcionamiento (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl
100 mM, EGTA 0,1 mM, Tween 20 al 0,05 %, DMSO al 0,1 %) y se inyectd a una concentracion de aproximadamente
300 nM a un caudal de 10 pl/min directamente a la superficie recubierta de estreptavidina para alcanzar el nivel de
inmovilizacion de bio-GBZ o bio-PP1c correspondiente a ~200 y 6000 RU, respectivamente. Se realizé una
inmovilizacién en blanco para una de las superficies del chip sensor SA para utilizarla como referencia.

Determinacién de las constantes de unidn en estado estacionario de pequefias moléculas a complejos de
holofosfatasas R15 utilizando la superficie bio-PP1c

Las moléculas pequefias se almacenaron como soluciones madre de 50 mM en DMSO al 100 %. Antes de determinar
las constantes de unién, se prepararon diluciones en serie de 12 u 8 concentraciones de los compuestos en el tampon
de funcionamiento en una placa de 96 pocillos. Antes de cada serie de dilucién de compuestos, la subunidad
reguladora, MBP-R15A325-636_His 0 MBP-R15B34-6%.His, se diluyé a 10 uM en el tampon de funcionamiento y se
capturé en la superficie de bio-PP1c a un caudal de 30 pl/min durante 1 minuto para formar el complejo de
holofosfatasa en la superficie del chip sensor. A esto le siguié un periodo de estabilizacion de 1 minuto, para eliminar
cualquier unién inespecifica. Luego, sin regenerar la superficie, la serie de dilucién del compuesto se inyectd en la
superficie del chip a un caudal de 30 pl/min durante 1 minuto, seguido de 2 minutos de tiempo de disociacion. Después
de cada serie de diluciones, la superficie se regeneré usando NaCl 3 M durante 90 segundos. Después de la
regeneracion, las respuestas de SPR generalmente volvieron a los niveles basicos y la superficie de bio-PP1c estaba
lista para la siguiente serie de diluciones de compuestos. Para poder corregir pequefias variaciones en la
concentracion de DMSO entre muestras, se inyectaron ocho muestras de solvente que van desde DMSO al 0,06 a
DMSO al 8 % cada quincuagésimo ciclo. La temperatura de la celda de flujo fue de 10 °C.

Andlisis de datos

Los sensorgramas se analizaron mediante el software de evaluacion Biacore T200 y las constantes de union se
determinaron en base a un modelo de estado estable. Se llevan a cabo experimentos cinéticos utilizando diferentes
concentraciones del compuesto y se determinan sus respectivos niveles de union en equilibrio. Estos niveles de
respuesta de equilibrio (Req) se trazan frente a la concentracion y se ajustan utilizando un ajuste global, que es capaz
de determinar las constantes de afinidad en estado estacionario, es decir, la concentracion al 50 % de saturacion es
Kb. Los valores Kp se muestran en la Tabla 1.

Medicidn de la citoproteccion contra el estrés del RE

Las células HelLa (40 000 células/ml) se colocaron en una placa de 96 pocillos y se trataron con diferentes
concentraciones (0-20 pM) de un compuesto como el indicado en presencia de 250 ng/ml de tunicamicina durante 72
horas. Para monitorear la muerte celular se le afiadié al medio una dilucion 1/2000 del colorante verde CellTox
(Promega). El crecimiento de las células se controld a lo largo del tiempo y se tomaron fotografias cada 2 horas con
el sistema IncuCyte ZOOM vy se analizé con el software IncuCyte ZOOM (Essen BioScience). La Tabla 1 muestra la
capacidad de los compuestos para proteger las células del estrés citotoxico causado por la tunicamicina. La
citoproteccion contra el estrés del RE se puede medir mediante un ensayo adecuado. En este caso, se midi6 la
citoproteccién en células HelLa en las que se provoco estrés en el RE mediante la adicion de medio que contenia
tunicamicina, un farmaco que bloquea la N-glicosilacién, evitando asi el plegamiento de proteinas e induciendo la
respuesta de la proteina desplegada. A continuacion, se detect6 la viabilidad celular en presencia y ausencia de un
compuesto enumerado en la Tabla 1 después de un periodo de tiempo establecido, mediante el control del crecimiento
celular a lo largo del tiempo. La citoproteccion del estrés del RE se midié en términos del porcentaje de aumento de
células viables (en relacion con el control) después del estrés del RE.
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Fase de confluencia (%) a las X horas

Tasa de crecimiento = .
Fase de confluencia (%) a las 0 horas

Confluencia verde (%%) a las X horas
% de células muertas = — - x 100
Fase de confluencia (%) a las X horas

EC50

Las EC50 se extrapolaron de experimentos de respuesta a dosis sobre muerte celular. Los datos de IncuCyte se
representaron y analizaron en Prism. El "% de muerte celular" para cada punto de datos. Para cada concentracion hay
un % de la muerte celular frente al tiempo, se tomé el area bajo la curva y se representé frente a la concentracion
logaritmica => EC50 (analisis en Prism).

Evaluacion de tasas de traduccién

Las células (90 000 células/ml) se plaquearon en placas de 12 pocillos, se trataron como se indica, se marcaron con
100 pCi/ml de 35S-metionina (Hartmann Analytic) durante 10 minutos a 37 °C, se lavaron con PBS frio y se lisaron en
120 pl de tampdn Laemmli. Los lisados se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos, se sonicaron y se resolvieron en geles
Bolt Bis-Tris Plus al 4-12 % (Thermo Fisher Scientific). A continuacién, los geles se tifieron con InstantBlue (Expedeon)
y se analizaron mediante imagenes de fésforo y se cuantificaron mediante ImageJ.

Al monitorear las tasas de traduccion tal como se describid anteriormente, las actividades de los inhibidores de R15A,
R15B y R15A/B se pueden definir de la siguiente manera (también se muestra en la Figura 12). Un inhibidor de R15A
no tiene ningun efecto sobre la traducciéon en células no estresadas, pero prolonga la atenuacion de la traduccion
después del estrés. Un inhibidor selectivo de R15B atenua transitoriamente la sintesis de proteinas porque R15A
compensa la inhibicién de R15B. Un inhibidor de R15A/B inhibe persistentemente la sintesis de proteinas.

La traduccion se puede inhibir en muchos niveles. Para asegurarse de que los inhibidores de R15A y B estan en la
diana, se monitorean los niveles de ATF4 en las células tratadas con compuestos. Un inhibidor de R15A/B induce
persistentemente la fosforilacion de elF2a y la fosforilacién de elF2a da como resultado la traduccion de ATF4. Se
muestra aqui que un inhibidor de A/B de hecho induce ATF4, lo que confirma la participacion de la diana en las células.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula IA:

ﬁH
M //‘A\NM

T 2
N

e
1= fa
e ///ET/R
X /Yﬂ

L.

(1A)
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

X2 es CR?;
Y2 es CR4;
R'a, R%, R% R4y R% representan cada uno independientemente H, F o ClI;

donde:

dos de entre R'2, R%, R32 R* y R% representan Cl, uno de entre R'2, R%, R3%, R4 y R% representa F, y dos de
entre R'2, R?2 R3, R* y R% representan H;

dos de entre R'2, R?a, R3, R*2 y R% representan F, uno de entre R'2, R?3, R3%, R*2 y R% representa Cl, y dos de
entre R'2, R% R3, R4y R% representan H; o

el compuesto es seleccionado de entre:

2- (3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2- (2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida;
2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,

0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mismos.

(E)-2-(4,5-dicloro-2-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2-cloro-3,4-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2-cloro-3,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida, o
(E)-2-(2-cloro-4,5-difluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, donde R'@ y R3 representan ambos Cl.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, donde R'? es F o Cl.

4. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto esta en forma

de isomero E.

5. Un compuesto segun la reivindicacion 1, donde el compuesto es seleccionado de entre:
(E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(3,5-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2,4-dicloro-5-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2,4-dicloro-3-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,
(E)-2-(2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-carboximidamida,

0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mismos.

6. El compuesto segun la reivindicacion 5, que es (E)-2-(3,4,5-triclorobenciliden)hidrazina-1-
carboximidamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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7. El compuesto segun la reivindicacion 5, que es (E)-2- (2,3,4-triclorobenciliden)hidrazina-1-
carboximidamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El compuesto segun la reivindicacion 5, que es (E)-2-(2,3-dicloro-4-fluorobenciliden)hidrazina-1-
carboximidamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10. Un compuesto de Férmula IA:

(1A)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

X2 es CR?%;

Y2 es CR*%;

R'a, R? y R*@ son seleccionados independientemente de entre H, F y Cl, donde dos de entre R'3, R?2 y R*@ son
seleccionados de entre F y Cl y uno de entre R'2, R? y R*a representa H;

R32esF o Cl;

R% es H.

11. Una composicién farmacéutica para uso en terapia que comprende un compuesto para uso segun la
reivindicacion 10 en combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

12. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 10 o la composicion farmacéutica para su uso segun
la reivindicacion 11, donde el uso es en el tratamiento de un trastorno asociado con la acumulacion de proteinas mal
plegadas o un trastorno de proteostasis.

13. El compuesto o composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, donde el trastorno es
seleccionado de entre enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, otros
trastornos de poliglutamina y tauopatias.

14. El compuesto o composicidon farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13
en combinacion con uno o mas de otros agentes activos.
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Figura 1 Un inhibidor selectivo de R15B (compuesto del Ejemplo 1) se
une selectivamente a R15B-PP1
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Figura 2 Un inhibidor selectivo de R15B (compuesto del Ejemplo 1)
induce una fosforilacion transitoria de elF2a en las células y la expresion
de R15A en las células, en ausencia de estrés
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Figura 3 Un inhibidor selectivo de R15B (compuesto del Ejemplo 1)
protege a las células del estrés
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Figura 4 Un inhibidor selectivo de R15B prolonga la fosforilacion de
elF2a durante la recuperacion del estrés
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Figura 5 Distribucion tisular del Ejemplo 1 en ratones 1 h después de la
administracién por via oral (2 mg/kg)
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Figura 6 El tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1
(10 mg/kg) no es téxico para los ratones
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Figura 7 El tratamiento de ratones con un compuesto del Ejemplo 1 no
provoca los efectos secundarios provocados por Guanabenz

Los ratones fueron tratados con Guanabenz (10 mg/kg) o con el compuesto

del Ejemplo 1 por via oral y 30 minutos después de la dosis, se midid su
actividad
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Figura 8 Inducciéon de R15A en un mamifero después del tratamiento con
un compuesto del Ejemplo 1
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Figura 9 Un compuesto del Ejemplo 1 previene una enfermedad en
un mamifero
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Figura 10 Un compuesto del Ejemplo | mejora la mielinizacién en
cultivos de explantes de ratones neuropaticos
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Figura 11 El compuesto del ejemplo | reduce un trastorno metabdlico
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Figura 12 El control de las tasas de sintesis de proteinas distingue los
inhibidores R15A, R15B y R15A/B
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Figura 13 Inmunotransferencia que muestra que un inhibidor de R15A/B
(compuesto 10 a 20 pM) induce la expresion de ATF4 y confirma su
efecto sobre la diana

 Tubulina
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