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DESCRIPCION

1{1-(4-BENCILOXI-3,5-DIFLUORO-BENZOIL)-4-FLUORO-PIRROLIDIN-2-CARBONIL]-PIRROLIDIN-2-
CARBONITRILO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos que tienen actividad farmacolégica, y mas particularmente a 1-[1-(4-
benciloxi-3,5-difluoro-benzoil)-4-fluoro-pirrolidin-2-carbonil]-pirrolidin-2-carbonitrilo, sus estereoisémeros y sales del
mismo, a procedimientos de preparacién de tales compuestos, a composiciones farmacéuticas que los comprenden,
y a su uso en terapia y/o profilaxis de trastornos neurodegenerativos y/o deterioro cognitivo.

ANTECEDENTES

La prolil oligopeptidasa (EC 3.4.21.26) (POP), también conocida como prolil endopeptidasa (PREP), es una serina
proteasa que cataliza la hidrélisis de péptidos en el extremo C-terminal de los residuos L-prolina. Se distribuye
ampliamente en mamiferos y puede purificarse a partir de diversos 6rganos, incluyendo el cerebro.

La enzima desempefia un papel importante en la descomposicién de neuropéptidos que contienen prolina relacionados
con las funciones de aprendizaje y memoria (Wilk S et al., Life Sci. 1983;33:2149-57; O’Leary RM, O’Connor B, J.
Neurochem. 1995,65:953-63).

Los efectos de la inhibicion de prolil oligopeptidasa se han sometido a prueba en el tratamiento de deficiencias
cognitivas relacionadas con procesos neurodegenerativos. La enfermedad de Parkinson se gener6 en monos
mediante el tratamiento con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), una neurotoxina que produce el
agotamiento de la sustancia P. El tratamiento posterior con S-17092, un potente inhibidor de POP, aumenté el
rendimiento de las tareas cognitivas (Schneider JS et al., Neuropsychopharmacology 2002;26(2):176-82). También se
ha hallado que la inhibicion de POP previene la oligomerizacién de a-sinucleina ex vivo (Mydhanen TT et al., Br. J.
Pharmacol. 2012;166(3):1097-113). En el caso de la enfermedad de Alzheimer (EA), varios experimentos in vivo en
modelos animales mostraron que la inhibicion de POP conducia a efectos neuroprotectores y potenciadores de la
capacidad intelectual (Kato A et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1997,283(1):328-35 y Toide K et al., Rev. Neurosci.
1998;9(1):17-29). Los efectos neuroprotectores se observaron originalmente por el grupo de Katsube, cuando se
previno la apoptosis inducida por la edad de células en granulos corticales y cerebelosos mediante el tratamiento con
el inhibidor de POP ONO-1603 (Katsube N et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1999:288(1):6-13).

Los ensayos clinicos con inhibidores de POP en el tratamiento de deficiencias cognitivas se han realizado sélo en
algunos casos. En un estudio clinico en fase I, el grupo de Morain (Morain P et al, Br. J. Clin. Pharmacol.
2000;50(4):350-9) hallaron que el inhibidor de prolil endopeptidasa S-17092 anteriormente mencionado tiene
propiedades potenciadoras de la capacidad intelectual en sujetos ancianos sanos y una clara dependencia de la dosis;
ademas, no se detectaron efectos adversos. Estudios posteriores sugirieron ligeras propiedades de estabilizacién del
estado de animo adicionales para este compuesto (Morain P et al., Neuropsychobiology 2007;55(3-4):176-83).

Se ha notificado que la actividad prolil oligopeptidasa se ve alterada (en la autopsia) en varias enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Huntington y la esclerosis multiple (EM) (Mantle D et al., Clin. Chim. Acta 1996;249(1-2):129-39).

También hay una cantidad sustancial de evidencias que apuntan a un papel de neuroinflamacién en la patogenia de
enfermedades neurodegenerativas tales como la EA, la EM y la enfermedad de Parkinson (Hirsch EC et al., Lancet
Neurol. 2009;8(4):382-97, Philips T et al., Lancet Neurol. 2011;10(3):253-63). Se ha considerado que POP es la
principal enzima implicada en la liberacién de un tetrapéptido antiinflamatorio, Ac-SDKP, a partir de T4 en el cerebro
(Yang F et al., Hypertension 2004,;43(2):229-36, Nolte WM et al., Biochemistry 2009;48(50):11971-81). Esto sugiere
que la inhibicién de POP puede ayudar a reducir la neuroinflamacién y, por consiguiente, los inhibidores de POP
pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas con un componente inflamatorio, tales como
la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, y en particular ayudar a mejorar los trastornos cognitivos
asociados con estas enfermedades.

Las placas seniles que se diseminan a lo largo de las areas corticales del cerebro son sefiales distintivas
neuropatolégicas tipicas de la EA. El principal componente proteico de estas placas es el péptido B-amiloide (AB). La
deposicién de AP desencadena la disfuncién y la muerte de neuronas en el cerebro. Este péptido se deriva de la
proteina precursora de B-amiloide (APP). En condiciones normales, la a-secretasa escinde la APP para generar APPa
soluble que impide la generacién de AB.

Curiosamente, la inhibicién de POP aumenta los niveles intracelulares de IP3, lo cual puede contribuir a la estimulacién
de la produccién de APPa, que a su vez disminuiria la generaciéon de Ap.

De manera adicional, Rossner (Rossner S et al.,, Neurochem. Res. 2005;30(6-7):695-702) halld menos neuronas
inmunorreactivas a POP en estructuras cerebrales de pacientes con EA afectados por placas de Ap.
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De manera adicional, parece que la sustancia P puede suprimir la acciéon neurotdxica de la proteina B-amiloide (Kowall
NW et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991;88(16):7247-51). Los inhibidores de prolil oligopeptidasa inhiben el
metabolismo de la sustancia P ayudando a mantener niveles de sustancia P que pueden suprimir la accién neurotdxica
de la proteina p-amiloide.

En vista de los efectos anteriormente mencionados, se piensa que los inhibidores de prolil oligopeptidasa pueden ser
farmacos Utiles para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer ayudando a prevenir el dafio cerebral y a mejorar los
trastornos cognitivos asociados con la enfermedad.

La prolil oligopeptidasa también se ha asociado con varios factores que pueden ser relevantes para la esclerosis
multiple (EM). Por ejemplo, POP esta implicada en la regulacién de la toxicidad de microglias (Klegeris A et al., Glia
2008;56(6):675-85). De hecho, se ha establecido una conexién directa entre POP y la EM; las actividades POP en
plasma de pacientes con EM recidivante/remitente (RR-EM) se redujeron significativamente (Tenorio-Laranga J et a/.,
J Neuroinflammation 2010;7:23). Curiosamente, la reduccién se correlaciond con la gravedad de los sintomas de la
enfermedad, pero no con la edad del paciente. En su lugar, se observé una correlacién inversa entre la actividad POP
y la edad en controles sanos, y en controles ancianos los niveles eran comparables a los encontrados en pacientes
con EM.

La sefial distintiva neuropatolégica de la enfermedad de Parkinson es la degeneracién progresiva de neuronas
dopaminérgicas melanizadas en la pars compacta de la sustancia negra junto con inclusiones intracelulares conocidas
como cuerpos de Lewy. Un componente principal de los cuerpos de Lewy es una proteina de 140 aminoacidos, la a-
sinucleina. En determinadas condiciones, los monémeros de a-sinucleina interaccionan para formar agregados
prefibrilares o protofibrillas, que pueden crear fibrillas insolubles citotéxicas. El proteasoma no puede degradar estas
fibrillas, y estas pueden alterar la funcidén de este sistema proteolitico intracelular. Esto conduce a una acumulacién de
protofibrillas de a-sinucleina (y otras proteinas que degrada el proteasoma) en el citosol (Bennett MC, Pharmacol.
Ther. 2005;105(3):311-31), y como consecuencia, aumentan las protofibrillas de a-sinucleina en los cerebros de
pacientes con enfermedad de Parkinson. Estas fibrillas se han asociado con la neurotoxicidad en células que
sobreexpresan a-sinucleina y en modelos de raton (Masliah E et al., Science 2000;,287(5456):1265-9; Gosavi N et al.,
J. Biol. Chem. 2002;277(50):48984-92). La acumulacién anémala de a-sinucleina plegada de manera incorrecta puede
conducir a cambios mitocondriales que pueden fomentar el estrés oxidativo y provocar la muerte celular (Hsu LJ et a/.,
Am. J. Pathol. 2000;157(2):401-10). Ademas, se sabe que tres mutaciones puntuales (AS3T, A30P o E46K) en el gen
de a-sinucleina estan implicadas en la patogenia de la forma familiar de la enfermedad de Parkinson (Polymeropoulos
MH et al., Science 1997;276(5321):2045-7; Zarranz JJ et al., Ann. Neurol. 2004,55(2):164-73).

Se ha demostrado in vitro que la tasa de agregacién de la a-sinucleina se potenciaba cuando se incubd la proteina
con un clon de POP porcina de tipo silvestre, y esta potenciacién dependia de la concentracién de POP (Brandt | et
al., Peptides 2008;29(9):1472-8). Ademas, una variante mutada sin actividad POP (S544A) no acelerd la tasa de
agregacién.

La agregacién potenciada también podia prevenirse mediante la adiciéon de inhibidores de POP, lo que sugiere que el
efecto dependia de la actividad de la enzima POP. Los datos experimentales sugieren que los inhibidores de POP
pueden bloquear la agregacién de a-sinucleina aumentada inducida por el estrés oxidativo en células SH-SYSY de
neuroblastoma que sobreexpresan a-sinucleina humana (Myéhanen TT et al., Br. J. Pharmacol. 2012; 166(3):1097-
113). POP se colocaliza con la a-sinucleina en células SH-SY5Y, y esta colocalizaciéon desaparece después de la
incubacién con inhibidores de POP, lo que sefiala una interaccién entre POP y la a-sinucleina. Un tratamiento de 5
dias con un inhibidor de POP redujo la cantidad de a-sinucleina soluble en los cerebros de ratones transgénicos de a-
sinucleina A30P. A este respecto, se ha notificado que los inhibidores de POP potencian el aclaramiento de a-
sinucleina mediante la modulacién de la autofagia (Mydhé&nen TT ef al., Pharmacological Research 2020; 151:104558).

Por tanto, la inhibicién de la actividad POP cerebral podria prevenir la agregacién de a-sinucleina y, por tanto, prevenir
la formacién de las protofibrillas citotoxicas presentes en los cuerpos de Lewy. Por tanto, los inhibidores de POP
podrian tener posiblemente valor terapéutico en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos en los que se ha
descrito la agregacion a-sinucleina acelerada.

Los compuestos que pueden inhibir POP son eficaces para prevenir el deterioro cognitivo experimental inducido por
escopolamina en ratas, infiriendo que los inhibidores de POP tienen funciones en el alivio de disfunciones nemonicas
(Yoshimoto T et al., J. Pharmacobiodyn. 1987,10:730-5).

Se sometié a prueba el efecto de la administracién subcrénica de &cido rosmarinico, un inhibidor de POP no
competitivo (con un valor de CI50 relativamente alto de 63,7 pM), en el laberinto acuético de Morris en ratas, y se
notificé una potenciacién en la memoria espacial (Park DH et al., Fitoterapia 2010;81(6):644-8).

Se ha hallado que los pacientes con trastorno bipolar tienen altos niveles de actividad POP en suero. En los Gltimos
aflos, POP ha ganado importancia como diana para el tratamiento de esta enfermedad, especialmente debido a su
implicaciéon en el metabolismo de inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3). IP3 es una molécula clave en la transduccidn de la
sefial en la cascada de neuropéptidos. A través de la unién a receptores especificos, los neuropéptidos inducen un
aumento de IP3, que se une a su receptor en la membrana del reticulo endopldsmico e induce la liberacién de Ca2+,
que se cree que desempefia un papel crucial en el aprendizaje y la memoria. Los Gltimos hallazgos han demostrado
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que POP modula la concentracién de IP3 (Komatsu Y J. Neurosci. 1996;16:6342-52). Por tanto, se sabe que una
alteracién del gen de POP en Dictyostelium discoideum eucariota induce resistencia al litio a través de la elevacion de
IP3 (Schulz | et al., Eur. J. Biochem. 2002;269:5813-20), y también reduce la actividad proteolitica de POP, que es
responsable de la alta concentracidén de IP3 en células de glioma humanas antisentido para POP. Este efecto también
se observd cuando se tratan estas células con inhibidores de POP especificos (Williams RS et al., EMBO J.
1999;18:2734-45).

La ruta de sefializacidén de IP3 estéd implicada en la accién de varios farmacos terapéuticos estabilizadores del estado
de animo (litio, carbamazepina y acido valproico), y defectos en los mecanismos que regulan la sefializacién de IP3
pueden provocar trastorno bipolar. Ademas, el farmaco estabilizador del estado de 4nimo que se usa habitualmente
para tratar el trastorno bipolar, el acido valproico, inhibe directamente la actividad de POP recombinante (Cheng L et
al., Mol. Cell. Neurosci. 2005;29: 155-61). En resumen, hay fuertes evidencias de que los inhibidores de POP son
utiles en la prevencidn y/o el tratamiento de trastorno afectivo bipolar en mamiferos. Portanto, proporcionar novedosos
inhibidores de POP es interesante en la terapia de este trastorno o enfermedad.

En resumen, se han caracterizado los efectos de varios inhibidores de POP en diversas tareas cognitivas, y existe el
consenso de que los inhibidores de POP tienen efectos positivos sobre el aprendizaje y la memoria (Morain P et a/,,
CNS Drug. Rev. 2002;8(1):31-52; Shinoda M et al., Eur. J. Pharmacol. 1996;305(1-3):31-8; Marighetto A et al., Learn.
Mem. 2000;7(3):159-69; Toide K et al., Pharmacol. Biochem. Behav. 1997:56(3):427-34; Schneider JS et al,
Neuropsychopharmacology 2002;26(2):176-82).

Varias patentes y solicitudes de patente dan a conocer inhibidores de POP: WO 2008/077978 A1, WO 2005/027934
A1, JP 2011-037874 A2, WO 2005/002624 A1, WO 2004/060862 A2, WO 03/04468 A1, DE 196 03 510 A1, US
2006/0100253 A1y US 6.159.938 A, pero sélo algunos compuestos se han sometido a estudios in vivo (JTP-4819, S-
17092, Z-321, ONO-1603, Y-29794, ZTTA, Z-Pro-Prolinal y KYP-2047). A partir de esta lista, los primeros cuatro
inhibidores en la lista han entrado a ensayos clinicos y ninguno de ellos se ha comercializado.

El documento WO 2014/072498 A1 da a conocer inhibidores de POP con una alta afinidad por POP y una buena
capacidad para atravesar la barrera hematoencefélica para alcanzar el cerebro donde tiene lugar la accién del inhibidor
cuando se usa para tratar trastornos cognitivos. Esta es una caracteristica importante para que los compuestos sean
buenos candidatos para usarse en la terapia de trastornos cognitivos.

En el documento WO 2014/072498 A1 se describidé que la formulacién de los compuestos dados a conocer en ese
documento podria adaptarse para cualquier via de administracién. Sin embargo, en los Unicos ejemplos in vivo dados
a conocer en dicha solicitud, los compuestos se administraron por via subcutanea.

Seria ventajoso poder administrar un inhibidor de POP por via oral ya que esto es lo mas conveniente desde la
perspectiva del paciente.

Por tanto, existe la necesidad de identificar nuevos inhibidores de POP, que se adapten particularmente bien para
administracién oral y alcancen eficazmente el cerebro, que es el sitio de accién cuando se usan dichos inhibidores de
POP en la terapia de trastornos cognitivos. Habitualmente se usan antagonistas del receptor de serotonina (receptor
de 5-HT1A) como farmacos antidepresores. Sin embargo, inducen una disfuncién sexual significativa (Uphouse L,
Pharmacol. Biochem. Behav. 2014;0:31-42), lo que limita su uso para la terapia crénica en la poblacién adulta. Por
este motivo, un inhibidor de POP con efectos positivos sobre la capacidad intelectual en trastornos del estado de
animo y sin tal acontecimiento adverso tendra un impacto significativo en la calidad de vida del paciente.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han hallado ahora satisfactoriamente que 1-[1-(4-benciloxi-3,5-difluoro-benzoil)-4-fluoro-pirrolidin-2-
carbonil]-pirrolidin-2-carbonitrilo, sus esterecisémeros y sales del mismo no sélo pueden inhibir POP con una alta
potencia, sino que también muestran una alta capacidad de penetracién gastrointestinal, logran una alta exposicién
en el cerebro que les permite que sean especialmente eficaces cuando se administran por via oral y tienen una unién
deficiente al receptor de 5-HT1A que previene efectos secundarios negativos tales como la disfuncién sexual.

Por tanto, un aspecto de la invencién se refiere a 1-[1-(4-benciloxi-3,5-difluoro-benzoil)-4-fluoro-pirrolidin-2-carbonil}-
pirrolidin-2-carbonitrilo que tiene la formula (1):
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(1)

(en la que el asterisco en la formula indica la presencia de centros quirales), a estereoisémeros del mismo y a sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a procedimientos para la preparacién de un compuesto de férmula (l) tal
como se definié anteriormente, esterecisémeros del mismo y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Otro aspecto de esta invencidn se refiere a un medicamento o a una composicién farmacéutica que comprende al
menos un compuesto de féormula (1) tal como se defini6 anteriormente, estereoisémeros del mismo y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, y un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a un compuesto de férmula (l) tal como se definié anteriormente,
estereoisémeros del mismo y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, para usarse como medicamento,
particularmente para la prevencién y/o el tratamiento de trastornos cognitivos y/o trastornos neurodegenerativos tales
como sinucleinopatias (enfermedades debidas a la acumulacién de sinucleina tales como enfermedad de Parkinson,
trastorno de conducta durante el suefio REM, enfermedad de cuerpos de Lewy o atrofia multisistémica). En particular,
los trastornos cognitivos pueden estar asociados con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
esquizofrenia, trastorno depresivo mayor, trastorno afectivo bipolar, trastorno de conducta durante el suefio REM,
enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy,
atrofia multisistémica, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal o esclerosis lateral amiotréfica.

Otro aspecto de la divulgacién (no reivindicado) se refiere a un método para el tratamiento o la profilaxis de
trastornos cognitivos en un mamifero, en el que se administra una cantidad terapéutica de un compuesto de férmula
(1) tal como se definié anteriormente, estereocisémeros del mismo y sales farmacéuticamente aceptables del mismo,
a un paciente que necesita dicho tratamiento. En una realizacion particular, el trastorno es un trastorno cognitivo
asociado con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia, trastorno depresivo mayor,
trastorno afectivo bipolar, trastorno de conducta durante el suefio REM, enfermedad de Alzheimer, demencia
frontotemporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, paralisis
supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal o esclerosis lateral amiotréfica.

Otro aspecto de esta invencién se refiere al uso de un compuesto de férmula (1) tal como se definié anteriormente,
estereoisémeros del mismo y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, para la preparacién de un
medicamento, particularmente para la prevencién y/o el tratamiento de trastornos cognitivos y més particularmente
un trastorno cognitivo asociado con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia, trastorno
depresivo mayor, trastorno afectivo bipolar, trastorno de conducta durante el suefio REM, enfermedad de Alzheimer,
demencia frontotemporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, paralisis
supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal o esclerosis lateral amiotréfica. Estos aspectos y realizaciones
preferidas de los mismos también se definen adicionalmente en las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra los resultados del ensayo de inhibicién de POP para los compuestos del ejemplo 1, del
ejemplo comparativo 3 y del ejemplo comparativo 4.

La figura 2 muestra los resultados del ensayo PAMPA para los compuestos del ejemplo 1, del ejemplo
comparativo 3 y del ejemplo comparativo 4.

La figura 3 muestra los resultados del ensayo de Caco-2 para los compuestos del ejemplo 1 y del ejemplo
comparativo 3.

La figura 4 muestra los resultados del ensayo de exposicién en el cerebro in vivo para los compuestos del ejemplo
1y del ejemplo comparativo 3.
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Las figuras 5a y 5b muestran los resultados del ensayo de tareas de NOR para los compuestos del ejemplo 1y
del ejemplo comparativo 3.

La figura 6 muestra los resultados de la unién al receptor de 5-HT1A para los compuestos del ejemplo 1 y del
ejemplo comparativo 3.

La figura 7 muestra el espectro de IR de (S)-1-((2S,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-
carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo.

La figura 8 muestra el espectro de 'H-RMN de (S)-1-((2S,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-
fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo.

La figura 9 muestra el espectro de IR de (S)-1-((2S,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-
carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo.

La figura 10 muestra el espectro de 'H-RMN de (S)-1-((28,48)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-
fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
En el contexto de la presente invencidn, los siguientes términos tienen el significado detallado a continuacién.

El término “sal” debe entenderse como cualquier forma de un compuesto activo usado segun esta invencién, en la que
dicho compuesto esta en forma idnica o esta cargado y acoplado a un contraién (un catién o anién) o estéa en disolucién.
Esta definicién también incluye sales de amonio cuaternario y complejos de la molécula activa con otras moléculas e
iones, particularmente, complejos formados a través de interacciones idnicas. La definicién incluye, en particular, sales
fisiolébgicamente aceptables; este término debe entenderse como equivalente a “sales farmacolégicamente
aceptables” o “sales farmacéuticamente aceptables”.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” en el contexto de esta invencidn significa cualquier sal que se tolera
fisiolégicamente (lo que normalmente significa que no es téxica, particularmente, como resultado del contraién) cuando
se usa de manera apropiada para un tratamiento, aplicada o usada, particularmente, en seres humanos y/o mamiferos.
Estas sales fisioldgicamente aceptables pueden formarse con cationes o bases y, en el contexto de esta invencién, se
entiende que son sales formadas por al menos un compuesto usado segun la invencidén, normalmente un acido
(desprotonado), tal como un anién, particularmente cuando se usan en seres humanos y/o mamiferos. Estas sales
fisiolégicamente aceptables también pueden formarse con aniones o acidos y, en el contexto de esta invencion, se
entiende que son sales formadas por al menos un compuesto usado segun la invencidén, normalmente protonado, por
ejemplo en el nitrégeno, tal como un catién, y al menos un anién fisioldgicamente tolerado, particularmente cuando se
usan en seres humanos y/o mamiferos. Esta definicién incluye especificamente, en el contexto de esta invencién, una
sal formada por un acido fisiolégicamente tolerado, es decir sales de un compuesto activo especifico con acidos
organicos o inorganicos fisiolégicamente tolerados, particularmente cuando se usan en seres humanos y/o mamiferos.
Ejemplos de este tipo de sales son las formadas con: acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico, acido
metanosulfénico, acido férmico, acido acético, acido oxalico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido
mandélico, acido fumarico, acido lactico o acido citrico.

Los compuestos de la presente invencién representados por la formula (I) anteriormente descrita pueden incluir
enantibmeros que surgen de la presencia de tres centros quirales en la molécula. Los enantidmeros individuales y
cualquier mezcla de dos 0 més de los mismos se encuentran dentro del alcance de la presente invencién.

A menos que se indique lo contrario, también se pretende que los compuestos de la invencién incluyan formas
isotopicamente marcadas, es decir compuestos que difieren Unicamente en la presencia de uno o méas atomos
isotépicamente enriquecidos. Por ejemplo, los compuestos que tienen las presentes estructuras excepto por el
reemplazo de al menos un 4tomo de hidrégeno por un deuterio o tritio, o el reemplazo de al menos un carbono por un
carbono enriquecido en '3C o 'C, o el reemplazo de al menos un nitrégeno por un nitrégeno enriquecido en N, se
encuentran dentro del alcance de esta invencion.

Los compuestos de férmula (), o sus sales, estdn preferiblemente en forma farmacéuticamente aceptable o
sustancialmente pura. Por forma farmacéuticamente aceptable se entiende, entre otras cosas, que tiene un nivel
farmacéuticamente aceptable de pureza excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y
portadores, y no incluyendo ninglin material considerado como téxico a niveles de dosificacién normales. Los niveles
de pureza para el principio activos son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, lo
méas preferiblemente superiores al 90%. En una realizacion preferida, es superior al 95% del compuesto de férmula (1)
o de sus sales.

Tal como se indicé previamente, el término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a cualquier sal que, tras
la administracion al receptor, puede proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto tal como se describe en el
presente documento. Sin embargo, se apreciard que las sales farmacéuticamente no aceptables también se
encuentran dentro del alcance de la invencion puesto que estas pueden ser Utiles en la preparaciéon de sales
farmacéuticamente aceptables, solvatos y profarmacos. La preparacién de sales puede llevarse a cabo mediante
métodos conocidos en la técnica.
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Tal como se usa en el presente documento, los términos “tratar’, “que trata” y “tratamiento” incluyen la erradicacién,
la eliminacién, la reversién, el alivio, la modificacidén o el control de una enfermedad o afeccién, tal como un trastorno
coghnitivo.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “prevencién”, “que previene”, “preventivo”, “prevenir’ y
“profilaxis” se refieren a la capacidad de un compuesto de formula (1) para evitar, minimizar o dificultar la aparicién o
el desarrollo de una enfermedad o afeccién, tal como un trastorno cognitivo, antes de su aparicién.

Por tanto, en su conjunto, por “que trata” o “tratamiento” y/o “que previene” o “prevencién” se entiende al menos una
supresién o una mejora de los sintomas asociados con la afeccién que padece el sujeto, donde supresién y mejora se
usan en un sentido amplio para referirse a al menos una reduccién en la magnitud de un pardmetro, por ejemplo, un
sintoma asociado con la afeccién que esta tratdndose, tal como un trastorno cognitivo. Como tal, el método de la
presente invencidén también incluye situaciones en las que la afeccién se inhibe por completo, por ejemplo, se previene
que ocurra, o se detiene, por ejemplo, se termina, de tal manera que el sujeto deja de experimentar la afeccion. Como
tal, el presente método incluye tanto la prevencién como la gestién de un trastorno cognitivo.

Los términos “trastorno cognitivo” y “deterioro cognitivo leve” se usan en el presente documento de manera
intercambiable para designar cualquier afeccién caracterizada por una deficiencia en las actividades mentales
asociadas con la actividad mental, el aprendizaje o la memoria. Los ejemplos de tales trastornos incluyen agnosias,
amnesias, afasias, apraxias, delirios, demencias y trastornos del aprendizaje.

El trastorno cognitivo puede estar (y con frecuencia esta) asociado con (es decir, estar provocado por o producirse en
presencia de) otras afecciones caracterizadas por dafio a, o pérdida de, neuronas u otras estructuras implicadas en la
transmisidn de sefiales entre neuronas. Portanto, los trastornos cognitivos pueden estar asociados con enfermedades
neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, degeneracién corticobasal, enfermedad de Creutzfeldt-
Jacob, degeneracién lobular frontotemporal, enfermedad de Huntington, esclerosis multiple, hidrocefalia normotensiva,
sindrome organico cerebral crénico, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick, demencia vascular, enfermedad
de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, paralisis supranuclear progresiva.

Los trastornos cognitivos también pueden estar asociados con otras afecciones que alteran el funcionamiento normal
del sistema nervioso central, incluyendo trastornos psiquiatricos tales como trastornos de ansiedad, trastornos
disociativos, trastornos del estado de animo tales como trastorno afectivo bipolar, esquizofrenia y trastornos
somatomorfos y facticios.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar agnosias, amnesias, afasias, apraxias,
delirios, demencias, trastornos del aprendizaje y otros trastornos cognitivos.

Los ejemplos de demencias que pueden tratarse con los métodos de la invencidn incluyen complejo de demencia
asociado al SIDA, enfermedad de Binswanger, demencia con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, demencia
multiinfarto, enfermedad de Pick, demencia seméntica y demencia vascular.

Los ejemplos de trastornos del aprendizaje que pueden tratarse con los métodos de la invencién incluyen sindrome
de Asperger, trastorno de déficit de atencién, trastorno de hiperactividad con déficit de atencién, autismo, trastorno
desintegrativo de la infancia, sindrome de Down y sindrome de Rett.

Los ejemplos de afasias que pueden tratarse con los métodos de la invencién incluyen afasia no fluente progresiva.

Los compuestos descritos en el presente documento también pueden usarse para tratar a un paciente que tiene
deficiencias en actividades mentales que son leves o que por lo demas no interfieren significativamente con la vida
cotidiana. El deterioro cognitivo leve es un ejemplo de una afeccién de este tipo: un paciente con deterioro cognitivo
leve muestra sintomas de demencia (por ejemplo, dificultades con el lenguaje o la memoria) pero la gravedad de estos
sintomas es tal que un diagndstico de demencia puede no ser apropiado. Los compuestos descritos en el presente
documento pueden usarse para tratar deterioro cognitivo leve y otras formas similarmente menos graves de trastornos
coghitivos.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencién es un compuesto de la invencién para su uso en un método para el
tratamiento o la profilaxis de trastornos cognitivos en un mamifero, en el que se administra una cantidad terapéutica
de un compuesto de la invencién a un paciente que necesita dicho tratamiento.

En una realizacién particular, el método de tratamiento o profilaxis se lleva a cabo mediante la administracién a un
paciente que necesita dicho tratamiento de una cantidad terapéutica de un compuesto de la invencién por via oral.

En una realizacién particular, los compuestos de la invencién se administran por via oral a una dosis diaria
comprendida entre 0,01 y 1,90 mg/kg, por ejemplo 0,01, 0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55,
0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 1,0 1,05, 1,10, 1,15, 1,20, 1,25, 1,30, 1,35, 1,40, 1,45, 1,50, 1,55, 1,60,
1,65, 1,70, 1,75, 1,80, 1,85 0 1,90 mg/kg. Los compuestos de la invencién pueden administrarse en cualquiera de las
dosis orales diarias indicadas anteriormente mencionadas una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cuatro
veces al dia, cinco veces al dia o seis veces al dia.
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En una realizacién particular de la presente invencién, los compuestos descritos en el presente documento pueden
usarse para tratar a pacientes que tienen un trastorno cognitivo asociado con esquizofrenia, trastorno afectivo bipolar,
enfermedad de Alzheimer o enfermedad de Parkinson.

En una realizacién particular de la presente invencidn, los compuestos tienen la siguiente formula (la):

F

(la)

Los compuestos individuales particulares de la invencién que se encuentran bajo la férmula (1) incluyen los compuestos
enumerados a continuacién:

® (S)-1+((2S,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((28,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (S)-1+((2R,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((2R,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (S)-1+((2S,45)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((28,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (S)-1+((2R,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((2R,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Los compuestos de féormula (1) definidos anteriormente pueden obtenerse mediante procedimientos de sintesis
disponibles tal como se ilustran en los siguientes esquemas generales:
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En una primera etapa, el éster de formula (Il) se disuelve o suspende en un disolvente organico polar (preferiblemente
un disolvente orgénico polar prético) tal como etanol (EtOH) o metanol, o una mezcla de disolventes organicos polares.
Se afiade una disolucién bésica acuosa y se realiza la reaccién hidrolitica manteniendo la mezcla, normalmente a
reflujo, a una temperatura comprendida entre temperatura ambiente y la temperatura de reflujo de la mezcla de
disolventes hasta completar la hidrélisis, normalmente durante un periodo de 0,5 a 4 horas, preferiblemente 1-2 horas.
La disolucién basica es preferiblemente de naturaleza inorganica, tal como un alcali diluido, por ejemplo NaOH. Luego
se permite que la mezcla de reaccién alcance temperatura ambiente y, preferiblemente, se concentra hasta
aproximadamente un quinto del volumen de reaccién. Luego se afiade lentamente la mezcla de reaccién a una
disolucién 4cida tal como una disoluciéon de HCI 1 M para efectuar la neutralizacién, mientras se enfria en un bafio de
hielo. Si la acidificacién conduce a precipitacidn, se filtra el sélido y se lava con agua, proporcionando el producto de
férmula (VII). Si no se obtiene precipitado, se extrae la disolucién resultante varias veces con un disolvente organico
apropiado tal como acetato de etilo, se seca la fase organica y se evapora. Se purifica el producto en bruto de férmula
(VII) mediante cromatografia ultrarrapida.

La desproteccién de la amina de formula (1) se logra en condiciones acidas suaves, tales como la adicién sobre una
disolucion de cloruro de hidrégeno en un disolvente orgénico tal como dioxano, o con una mezcla de TFA/DCM, a una
baja temperatura que oscila entre 0°C y temperatura ambiente. Se agita la reaccién a temperatura ambiente durante
1-3 horas. Luego se evapora el disolvente hasta sequedad, para dar la sal de clorhidrato o la sal de trifluoroacetato de
la amina de férmula (VI), dependiendo del acido usado.
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Se prepara el compuesto de férmula (IX) a partir del acido carboxilico de férmula (VII) y la amina de férmula (VI) en
condiciones de Schotten-Baumann. Por tanto, se afiade un agente de cloracién tal como cloruro de oxalilo a una
disolucién del acido carboxilico de férmula (V1) en un disolvente orgénico tal como tolueno. Se agita la reaccidén a una
temperatura de entre 50°C y 80°C durante de 1 a 2 horas para permitir la formacién del cloruro de &cido carboxilico
de férmula (VIII). Después de la evaporacién del disolvente, se solubiliza el producto en bruto resultante en un
disolvente organico tal como THF y se afiade a una disolucién basica acuosa de la amina de férmula (VI), normalmente
una disolucién acuosa de NaOH de la amina de férmula (VI), a una baja temperatura tal como 0°C. Se agita la mezcla
de reaccién a la baja temperatura durante de 1 a 2 horas y a temperatura ambiente durante de 2 a 4 horas. Luego, se
evapora el disolvente y se ajusta la fraccién acuosa restante a pH acido (3-4) mediante la adicién de una disolucién
de HCI y se extrae con acetato de etilo. Se lava la fase organica con salmuera, se seca, se filtra y se evapora. Se
purifica el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida cuando sea necesario.

Luego se acopla el producto de fé6rmula (1X) a pirrolidin-2-carbonitrilo de férmula (1V) en presencia de una base, tal
como una N,N-diisopropiletilamina (DIEA), y se complementa mediante un reactivo de acoplamiento, tal como una
carbodiimida. En particular, se disuelve el compuesto de férmula (IX) en un disolvente organico aproético tal como
diclorometano y se afiade a una carbodiimida, por ejemplo una carbodiimida soportada sobre un sélido tal como N-
ciclohexilcarbodiimida, N’-metilpoliestireno, junto con DIEA. Después de 5 min, se afiaden pirrolidin-2-carbonitrilo de
férmula (1V) y DIEA adicional. Se agita la reaccién a temperatura ambiente durante de 8 a 16 horas. Luego, se filtra la
mezcla de reaccidn y se lava el sélido restante con el disolvente organico aprético. Se evapora el filtrado hasta
sequedad. Luego se purifica el producto en bruto mediante RP-HPLC preparativa.

Alternativamente, los compuestos de férmula (1) pueden prepararse tal como se ilustra en el siguiente esquema y se
describe a continuacion:
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Se coloca una resina funcionalizada con amina, tal como la resina de amida de Sieber, de férmula (X), en una jeringa
equipada con un disco poroso de polietileno. Se hincha la resina mediante lavados con disolventes organicos
apropiados tales como diclorometano (DCM) y dimetilformamida (DMF). Cuando el grupo amina de la resina esta
protegido (es decir, en el caso de la resina de amida de Sieber), la retirada del grupo protector (tal como un grupo
protector fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc)) se logra mediante el tratamiento con una disolucién basica de amina tal
como una disolucién de piperidina en DMF.

Tras la retirada del grupo protector de la resina, se une la prolina protegida con Fmoc de formula (V) a la resina usando
un agente de activacién tal como un triazol (es decir, TBTU) y una base de amina tal como DIEA en un disolvente
orgéanico apropiado tal como DMF. Se agita la mezcla durante de 1 a 2 horas. Después de la filtracién y del lavado,
puede monitorizarse la extensidén del acoplamiento usando la prueba de Kaiser, realizandose un nuevo acoplamiento
cuando se requiera. Se retira el Fmoc para producir el producto de formula (XI) mediante un tratamiento con una
disolucién béasica de amina tal como una disolucion de piperidina en DMF y/o una mezcla de
piperidina/DBU/tolueno/DMF. La retirada de Fmoc puede evaluarse usando la prueba NF31 de éster p-nitrofenilico.

NH
HN &)
o 0 Poltmera
(X1)

Se acopla el producto de formula (XI) al producto de férmula (IX) para producir el producto de formula (XIl) usando un
agente de activacién tal como PyBOP, en presencia o en ausencia de un aditivo tal como HOAY, y una base de amina
tal como DIEA en un disolvente organico apropiado tal como DMF. Se agita la mezcla manualmente durante el tiempo
de reaccién total de 1 a 2 horas. Se realiza un nuevo acoplamiento sistemético usando las mismas cantidades y el
mismo tiempo. Puede monitorizarse el grado del acoplamiento usando la prueba NF31 de éster p-nitrofenilico.

11
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(Xt

Alternativamente, el producto de férmula (XII) también puede obtenerse mediante el acoplamiento por etapas del
producto (XI) primero al compuesto de férmula (XIIl), seguido de la retirada del grupo protector Fmoc y luego el
acoplamiento con el compuesto de férmula (VII).

Se transfiere el producto de formula (XII), lavado a fondo con un disolvente organico apropiado tal como DCM y secado,
a un matraz, al que se le afladen anhidrido trifluoroacético y piridina en una pequefia cantidad de un disolvente
organico. Se mantiene la mezcla a una temperatura de 20 a 40°C durante de 8 a 16 horas. Luego, se filtra la mezcla
de reaccion y se lava la resina con el mismo disolvente organico. Se recogen los filtrados y se evapora el disolvente
hasta sequedad. Se disuelve el producto en bruto resultante en un disolvente apropiado tal como acetato de etilo y se
lava con una disolucién de NaHCOs saturado y una disolucidén ac. de KHSO4 al 5%. Se seca la fase orgéanica, se filtra
y se evapora. Se lleva el producto en bruto a H,O:CHsCN y se liofiliza para producir el nitrilo peptidico de formula (1).

Alternativamente, la peptidil-resina de formula (XIl) puede tratarse con una mezcla de TFA/H,O/TIS durante 1-2 horas.
Luego, se filtra la resina y se lava con TFA, se recogen los filtrados y se evapora el disolvente hasta sequedad. Se
resuspende el producto en bruto en una mezcla de H-O:CHsCN y se liofiliza. Se lleva la amida peptidica en bruto
resultante a un disolvente organico apropiado tal como DCM y se convierte en el nitrilo, por ejemplo en presencia de
pentéxido de fésforo, tetracloruro de titanio, cloruro de tionilo, anhidrido trifluoroacético/piridina o
trifenilfosfinaftetracloruro de carbono. Se mantiene la mezcla a temperatura ambiente durante de 8 a 16 horas, se
evapora el disolvente y se lleva el residuo a acetato de etilo. Posteriormente se lava la disoluciéon organica con
disolucion ac. de KHSO, y disolucién ac. de NaHCOs. El secado y la evaporacién de la fase organica producen el
nitrilo peptidico de férmula (1).

El producto en bruto se purifica mediante RP-HPLC.

Cuando los procedimientos anteriormente descritos para la preparacién de compuestos de la invencién dan lugar a
mezclas de estereoisbmeros, estos isémeros pueden separarse mediante técnicas convencionales tales como
cromatografia preparativa. Si hay centros quirales, pueden prepararse los compuestos en forma racémica, o pueden
prepararse los enantiémeros individuales o bien mediante sintesis enantioespecifica o bien mediante resolucién.

Los compuestos de las formulas (I1), (lll), (IV) y (V), asi como algunos de los compuestos de férmula (VII), usados
como productos de partida estan disponibles comercialmente y también pueden prepararse usando métodos bien
conocidos por el experto en la técnica.

Por tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona procedimientos para la preparaciéon de un compuesto de
férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En una realizacién, el procedimiento comprende las etapas de:

a) hacer reaccionar un compuesto de formula (IX):

ax) O

12
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con un compuesto de formula (XI):

NH
HMN Q
Q C Falimero
{(Xt)

en el que el polimero representa un polimero que es inerte en las condiciones de reaccidén del método de sintesis
dado a conocer en el presente documento e insoluble pero hinchable en los disolventes empleados en el presente
5 documento, tal como poliestireno de baja reticulacién y polimeros de poliestireno injertados con polietilenglicol,

para producir un compuesto de férmula (XII):

R O/\@
(Xih ,

b) hidrolizar el compuesto de férmula (XIl) para producir el compuesto de férmula (XIV):

XIV)
10 y

¢) someter el compuesto de férmula (XIV) a condiciones que pueden transformar un grupo carboxamida en un
grupo nitrilo para producir el compuesto de formula (1):

en el que las etapas b) y ¢) pueden realizarse por separado 0 en una reaccién en un solo recipiente.

En otra realizacién de la presente invencion, el procedimiento para la preparacién de un compuesto de formula (1) o
15 una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, comprende las etapas de:

a) hacer reaccionar un compuesto de formula (IX):

13
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con un compuesto de férmula (IV):

CN
HN

(IV)
5 En todavia otra realizacién, el procedimiento comprende las etapas de:

a) hacer reaccionar un compuesto de formula (XI):

HN O
o
(X§)
en el que el polimero representa un polimero que es inerte en las condiciones de reaccién del método de sintesis

dado a conocer en el presente documento e insoluble pero hinchable en los disolventes empleados en el presente
10 documento, tal como poliestireno de baja reticulacion y polimeros de poliestireno injertados con polietilenglicol,

Polimeary

con un compuesto de formula (XIII):

0]
Fmoc@l\OH
F
(XIIl)

b) retirar el grupo protector Fmoc

¢) hacer reaccionar con un compuesto de férmula (VII):

F
O
Ii ,OH
F
0
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d) hidrolizar el producto resultante a partir del polimero de soporte para producir el compuesto de formula (1):

F
F
N N
0
0 O ¢
F

(1)

Se ha hallado que los compuestos de formula general (1) son Utiles en el tratamiento de trastornos cognitivos, en
particular trastornos cognitivos asociados con otras enfermedades o afecciones del sistema nervioso central.

En una realizacién particular de la presente invencién, el trastorno cognitivo es un trastorno cognitivo asociado con
una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia, trastorno afectivo bipolar, enfermedad de
Alzheimer y enfermedad de Parkinson.

La presente invencidén proporciona ademés medicamentos o composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de esta invencién, o una sal farmacéuticamente o un estereoisémero del mismo, junto con un portador,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, para su administracién a un paciente.

Los materiales auxiliares o aditivos de una composicién farmacéutica segln la presente invencién pueden
seleccionarse de entre portadores, excipientes, materiales de soporte, lubricantes, cargas, disolventes, diluyentes,
colorantes, acondicionadores del aroma tales como azlcares, antioxidantes, agentes aglutinantes, adhesivos,
disgregantes, antiadherentes, deslizantes y/o aglutinantes. En el caso de supositorios, esto puede implicar ceras o
ésteres de acidos grasos o conservantes, emulsionantes y/o portadores para aplicacién parenteral. La seleccidén de
estos materiales auxiliares y/o aditivos y las cantidades que van a usarse dependeran de la forma de aplicacién de la
composicién farmacéutica.

El medicamento o la composicién farmacéutica segun la presente invencién puede estar en cualquier forma adecuada
para la aplicacién a seres humanos y/o animales, preferiblemente seres humanos incluyendo bebés, nifios y adultos,
y puede producirse mediante procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Por tanto, la
formulaciéon segln la invencién puede adaptarse para aplicacidén tdpica o sistémica, particularmente para las vias
dérmica, transdérmica, subcutédnea, intramuscular, intraarticular, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, intravesical,
intradsea, intracavernosa, intranasal, pulmonar, bucal, sublingual, ocular, intravitrea, percutanea, rectal, vaginal, oral,
epidural, intratecal, intraventricular, intracerebral, intracerebroventricular, intracisternal, intraespinal, periespinal,
intracraneal, administracion a través de agujas o catéteres con o sin dispositivos de bombeo, u otras vias de aplicacién.

En una realizacién preferida de la presente invencién, las composiciones farmacéuticas estan en forma oral, ya sea
sélida o liquida. Formas de dosis adecuadas para administracién oral pueden ser comprimidos, pastillas, comprimidos
oblongos, cépsulas de gelatina, chicles, capsulas, granulos, gotas, jarabes o disoluciones y pueden contener
excipientes convencionales conocidos en la técnica tales como agentes aglutinantes, por ejemplo jarabe, goma
arébiga, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo lactosa, azlcar, almidén de maiz,
fosfato de calcio, sorbitol o glicina; lubricantes para la preparacion de comprimidos, por ejemplo estearato de
magnesio; disgregantes, por ejemplo almidén, polivinilpirrolidona, glicolato sédico de almidén o celulosa
microcristalina; o agentes humectantes farmacéuticamente aceptables tales como laurilsulfato de sodio.

En ofra realizacién, las composiciones farmacéuticas estan en forma de productos para administracién intranasal no
parenteral, preferiblemente en forma de productos para administracién intranasal. Normalmente, la administracién
intranasal se lleva a cabo mediante el uso de pulverizadores nasales, frascos exprimibles y goteros de liquido como
dispositivos de administracion. Para su uso con estos dispositivos, las composiciones farmacéuticas son
ventajosamente disoluciones o suspensiones liquidas de los compuestos de la invencion.

Las composiciones pueden prepararse mediante métodos convencionales de mezclado, relleno o preparacion de
comprimidos. Pueden usarse operaciones repetidas de mezclado para distribuir el agente activo en la totalidad de
esas composiciones empleando grandes cantidades de cargas. Tales operaciones son convencionales en la técnica.
Por ejemplo, pueden prepararse comprimidos mediante granulacién en hiimedo o en seco y opcionalmente recubrirse
segln métodos bien conocidos en la practica farmacéutica normal, en particular con un recubrimiento entérico.

Las composiciones farmacéuticas también pueden adaptarse para administracion parenteral, tales como disoluciones,
suspensiones o preparaciones secas reconstituibles estériles, aerosoles o pulverizaciones en la forma de dosificacién
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unitaria apropiada. Pueden usarse excipientes adecuados, tales como agentes espesantes, agentes tamponantes o
tensioactivos.

La composicidén de la invencién puede formularse como depdésitos en forma disuelta o en parches, para aplicacion
percutanea.

Las aplicaciones cutaneas incluyen pomadas, geles, cremas, lociones, suspensiones o emulsiones.
La forma adecuada de aplicacién rectal es por medio de supositorios.

Las formulaciones mencionadas se prepararan usando métodos convencionales tales como los descritos o a los que
se hace referencia en la Farmacopeas de Espafia y de EE.UU. y en textos de referencia similares.

En una realizacidn de la invencién, se prefiere que el compuesto de formula (I) se use en cantidades terapéuticamente
eficaces. El médico determinaré la dosificacion de los presentes agentes terapéuticos que sera la mas adecuada y
variard con la forma de administracién y el compuesto particular elegido, y ademas, variard con el paciente en
tratamiento, la edad del paciente, el tipo de enfermedad o afeccién que esté tratandose. Cuando la composicién se
administra por via oral, pueden requerirse mayores cantidades del agente activo para producir el mismo efecto que
una cantidad mas pequefia administrada por via parenteral. Los compuestos son Utiles de la misma manera que
agentes terapéuticos comparables y el nivel de dosificacién es del mismo orden de magnitud que el empleado
generalmente con estos otros agentes terapéuticos. Los compuestos activos se administraran normalmente una o mas
veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 0 4 veces al dia, con dosis diarias totales tipicas en el intervalo de desde 0,011 hasta
1,90 mg/kg/dia.

Los compuestos y las composiciones de esta invencién pueden usarse con otros farmacos para proporcionar una
terapia de combinacién. Los otros farmacos pueden formar parte de la misma composicién o proporcionarse como
una composicidén independiente para su administracién al mismo tiempo o en un momento diferente.

Particularmente, la combinacién de al menos un compuesto de férmula (1) y al menos otro farmaco puede formularse
para su administracién simultanea, por separado o secuencial, con al menos un portador, aditivo, adyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Esto implica que la combinacién del compuesto de férmula (1) y el otro farmaco puede
administrarse:

a) Como una combinacién que forma parte de la misma formulacién de medicamento, administrandose
siempre ambos simultdneamente.

b) Como una combinacién de dos unidades, dando lugar con cada una de ellas a la posibilidad de
administracién simultdnea, secuencial o por separado. En una realizacién particular, el compuesto de férmula
(1) se administra independientemente del otro farmaco (es decir, en dos unidades) pero al mismo tiempo. En
otra realizacién particular, el compuesto de formula (1) se administra en primer lugar, y luego se administra el
otro farmaco por separado o secuencialmente. En alin otra realizacién particular, el otro farmaco se administra
en primer lugar, y luego se administra el compuesto de férmula (I) por separado o secuencialmente, segin
se defina.

En el contexto de la presente invencidn, se han usado los acrénimos y las abreviaturas siguientes, cuyo significado se
detalle a continuacion:

AcOEt acetato de etilo

EA enfermedad de Alzheimer

AUC area bajo la curva

BHE barrera hematoencefalica

Boc terc-butoxicarbonilo

BSA albdmina sérica bovina

DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno
DCM diclorometano

DMEM medio de Eagle modificado por Dulbecco
ID indice de discriminacidn

DIEA N,N’-diisopropiletilamina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido
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EtOH etanol

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonilo

FPLC cromatografia de liquidos de proteina rapida

FTIR espectrémetro de infrarrojos con transformada de Fourier
HBSS solucién salina equilibrada de Hanks

HOAt 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

hPOP prolil oligopeptidasa humana

i.p. intraperitoneal

IP3 Inositol-trifosfato

IPTG isopropilo B-D-1-tiogalactopirandsido

LB caldo de lisogenia

MALDI-TOF desorcidn/ionizacién por laser asistida por matriz — tiempo de vuelo
MK-801 dizocilpina

EM esclerosis multiple

RMN resonancia magnética nuclear

NOR reconocimiento de objeto novedoso

DO densidad éptica

PAMPA ensayo de permeabilidad de membrana artificial en paralelo
PBS solucién salina tamponada con fosfato

PC fosfatidilcolina

PE fosfatidiletanolamina

pETM10 plasmido pETM10

Pl fosfatidilinositol

POP prolil oligopeptidasa

PS fosfatidilserina

PyBOP hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio

RP-HPLC cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase inversa

DE desviacion estandar

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
TBTU tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N, N, N', N-tetrametiluronio
TEER resistencia eléctrica transendotelial

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TIS triisopropilsilano

Tris tris(hidroximetil)Jaminometano

Tp4 proteina timosina beta-4

UPLC cromatografia de liquido de ultraalta resolucién

Z-G-P-AMC (N-benciloxicarbonil-Gly-Pro-metilcumarinil-7-amida)

Los siguientes ejemplos son simplemente ilustrativos de determinadas realizaciones de la invencién y no pueden

considerarse como que la restringen en modo alguno.
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EJEMPLOS

CONDICIONES DE SINTESIS ESPECIFICAS USADAS PARA LAS PREPARACIONES DESCRITAS EN LOS
EJEMPLOS

Procedimiento A: Hidrélisis del éster de férmula (1) para dar el acido carboxilico de férmula (VII)

Se solubiliza el éster de férmula (1) (1 mmol) en EtOH al 95%. Se afiade NaOH (3,7 mmol) y se mantiene la reaccién
a reflujo durante aproximadamente 2 horas. Luego se permite que alcance temperatura ambiente. Se concentra la
mezcla de reaccién hasta aproximadamente 15-20 ml y luego se afiade lentamente esta disolucién sobre una
disolucién de HCI 1 M, mientras se enfria en un bafio de hielo. Se lava con agua un precipitado sélido blanco, que se
recoge mediante filtracién, y se seca bien antes de la siguiente etapa de sintesis. En el caso de que no aparezca
precipitado, se extrae la disolucién resultante con AcOEt (3x), se seca la fase organica y se evapora. Se purifica el
producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida, si es necesario.

Procedimiento B: Desprotecciéon de una amina protegida con Boc de formula (lll) para producir la amina de férmula
D)

Se aflade lentamente la amina protegida con Boc de férmula (l11) (1 mmol) sobre HCIl 4 M en dioxano (20 ml) a 0°C.
Se agita la reaccidén a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego se evapora el disolvente hasta sequedad, para
dar la sal de clorhidrato de la amina de férmula (V1).

Procedimiento C: Acoplamiento de una amina de férmula (VI) a un acido carboxilico de férmula (VIl) a través de la
formacion del cloruro de 4cido carboxilico de formula (VIII).

Se aflade cloruro de oxalilo (1,5 mmol) a una disolucién del &cido carboxilico de férmula (VII) (1 mmol) en tolueno (5
ml). Se agita la reaccién a 50°C durante 1,5 horas para permitir la formacidn del cloruro de 4cido carboxilico de férmula
(VIII). Después de la evaporacién del disolvente, se solubiliza el producto en bruto resultante en THF y se afiade a
una disolucién acuosa de NaOH de la amina de férmula (VI) (1,1 mmol) a 0°C. Se agita la mezcla de reaccién a 0°C
durante 1,5 horas y a temperatura ambiente durante 3 horas. Luego, se evapora el THF y se ajusta la fracciéon acuosa
restante a pH é&cido (3-4) mediante la adicién de disolucién de HCI 1 My se extrae con AcOEt. Se lava la fase organica
con salmuera, se seca, se filtra y se evapora. Se purifica el producto en bruto de férmula (1X) mediante cromatografia
ultrarrapida, cuando sea necesario.

Procedimiento D: Acoplamiento del producto de férmula (1X) a pirrolidin-2-carbonitrilo de férmula (1V) en disolucién

Se disuelve el producto de férmula (1X) (1,2 mmol) en DCM y se afiade a N-ciclohexilcarbodiimida, N'-metilpoliestireno
(3 mmol), junto con DIEA (1 mmol). Después de 5 min, se afiaden (S)-pirrolidin-2-carbonitrilo de férmula (IV) (1 mmol)
y DIEA (1 mmol). Se agita la reaccién a temperatura ambiente durante la noche. Luego, se filtra la mezcla de reaccidn
y se lava el sélido restante con DCM. Se evapora el filtrado hasta sequedad. Luego se purifica el producto en bruto
mediante RP-HPLC preparativa y se liofiliza para producir el producto de férmula (1).

Procedimiento E: Procedimiento general para la sintesis en fase sélida.

Hinchamiento/acondicionamiento de la resina: se coloca resina de amida de Sieber de férmula (X) (1 eq) en una jeringa
equipada con un disco poroso de polietileno. Se hincha la resina mediante lavados con DCM y DMF. Se logra la
retirada del grupo protector fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) mediante tratamientos con una disolucién de piperidina al
20% en DMF.

lo o™

X}

Luego, se une la prolina protegida con Fmoc de férmula (V) (4 eq) a la resina usando TBTU (4 eq) y DIEA (8 eq) en
DMF. Se agita intermitentemente la mezcla de manera manual durante 90 min. Después de la filtracién y del lavado,
se monitoriza el grado del acoplamiento usando la prueba de Kaiser, realizandose un nuevo acoplamiento cuando se
requiera. Se retira el Fmoc para producir el producto de formula (XI) mediante un tratamiento con una disolucién de
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piperidina al 20% en DMF y posteriormente con una disolucién de piperidina/DBU/tolueno/DMF (20:5:5:70). Se evalta
la retirada de Fmoc usando la prueba NF31 de éster p-nitrofenilico (descrita en Madder, A. et al., Eur. J. Org. Chem.
1999;(11):2787-91).

NH
HN O
a o Polimero
(X}

Se acopla el producto de férmula (1X) (2 eq) al producto de formula (XI) para producir el producto de férmula (XII)
usando PyBOP (2 eq), HOAt (6 eq) y DIEA (6 eq) en DMF. Se agita intermitentemente la mezcla de manera manual
durante el tiempo de reaccidén total, 90 min. Se realiza un nuevo acoplamiento sistematico usando las mismas
cantidades y el mismo tiempo. Se monitoriza el grado del acoplamiento usando la prueba NF31 de éster p-nitrofenilico.

Alternativamente, se acopla el producto de férmula (XIll) (4 eq) al producto de férmula (XI) usando PyBOP (4 eq),
HOAt (12 eq) y DIEA (12 eq) en DMF. Se agita intermitentemente la mezcla de manera manual durante el tiempo de
reaccion total, 90 min. Se monitoriza el grado del acoplamiento usando la prueba NF31 de éster p-nitrofenilico, y se
realiza un nuevo acoplamiento si es necesario. Se retira el grupo Fmoc mediante un tratamiento con una disolucién
de piperidina al 20% en DMF y un tratamiento con una disolucién de piperidina/DBU/tolueno/DMF (20:5:5:70).
Posteriormente, se incorpora el producto de formula (VII) (4 eq) usando PyBOP (4 eq), HOAt (12 eq) y DIEA (12 eq)
en DMF para obtener el producto de férmula (XII). Se agita intermitentemente la mezcla de manera manual durante el
tiempo de reaccion total, 90 min. Se monitoriza el grado del acoplamiento usando la prueba NF31 de éster p-
nitrofenilico, y se realiza un nuevo acoplamiento si es necesario.

QO
2*56(

(XI)

Se transfiere el producto de férmula (XIl), lavado a fondo con DCM y secado, a un matraz de fondo redondo, y se
afladen anhidrido trifluoroacético (5 eq) y piridina (10 eq) en DCM (aproxmadamente 2 ml/100 mg). Se mantiene la
mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Luego, se filtra la mezcla de reaccién y se lava la resina con DCM.
Se recogen los filtrados y se evapora el disolvente hasta sequedad. Se disuelve el producto en bruto resultante en
AcOEt y se lava con disolucién saturada de NaHCOz3 y una disolucién ac. de KHSO4 al 5%. Se seca la fase orgénica,
se filtra y se evapora. Se lleva el producto en bruto a H,O:CHsCN (1:1) y se liofiliza para producir el nitrilo peptidico de
formula (1).

Alternativamente, puede tratarse la peptidil-resina de férmula (XIl) con una mezcla de TFA/HO/TIS (95:2,5:2,5,
aproximadamente 2-5 ml/100 mg) durante 1-2 horas. Luego, se filtra la resina y se lava con TFA, se recogen los
filtrados y se evapora el disolvente hasta sequedad. Se resuspende el producto en bruto en una mezcla de H,O:CHsCN
(1:1) y se liofiliza. Se lleva la amida peptidica en bruto resultante a DCM y se afiaden anhidrido trifluoroacético (5 eq)
y piridina (10 eq). Se mantiene la mezcla a temperatura ambiente durante la noche, se evapora el disolvente y se lleva
el residuo a AcOEt. Posteriormente se lava la disolucién orgénica con disolucidén ac. de KHSO4 al 5% y disolucién ac.
de NaHCOs3 al 10%. El secado y la evaporacién de la fase organica producen el nitrilo peptidico de férmula ().

Se purifica el producto en bruto mediante RP-HPLC.
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Ejemplo 1
(S)-1-((2S,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo

F,

%

Se acoplan secuencialmente L-prolina protegida con Fmoc disponible comercialmente (Fmoc-L-Pro-OH) de féormula
(V) (249,7 mg, 0,7 mmol), acido (2S,4R)-4-fluoro-1-Fmoc-pirrolodin-2-carboxilico (533 mg, 1,5 mmol) de férmula (I11) y
acido 4-benciloxi-3,5-difluoro-benzoico (271 mg, 1 mmol) de férmula (VII) sobre resina de amida de Sieber disponible
comercialmente (333,3 mg, 0,2 mmol, 1 eq), a través de acoplamiento por etapas tal como se describe en el
procedimiento E anterior. La purificacién mediante RP-HPLC proporciona 156 mg (0,341 mmol) del producto final.

pf 137,6-139,1°C. FTIR: 1642, 1582, 1517, 1414, 1381, 1317, 1230, 1203, 1172, 1064, 1036 cm'". "H-RMN (CDCls,
400 MHz) &(ppm): 7,42 (2H, m), 7,35 (3H, m), 7,12 (2H, m), 5,30 (1H, m), 5,23 (1H, m), 4,93 (1H, dd), 4,82 (1H, m),
3,87 (2H, m), 4,08/3,69 (2H, m), 2,58/2,36 (2H, m), 2,26 (2H, m), 2,24 (2H, m).

Ejemplo 2
(S)-1-((2S,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo

F

Se preparé este compuesto siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 1 pero reemplazando acido (2S,4R)-4-
fluoro-1-Fmoc-pirrolodin-2-carboxilico por &cido (2S,4S)-4-fluoro-1-Fmoc-pirrolodin-2-carboxilico. La purificacién
mediante RP-HPLC proporciona 138 mg (0,302 mmol) del producto final.

pf 135-137°C. FTIR: 3483, 2954, 1653, 15681, 1518, 1437, 1417, 1383, 1356, 1321, 1234, 1203, 1172, 1065, 1039,
1005, 960, 901, 856, 762, 737, 696 cm™".

Ejemplo comparativo 3:
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(S)-1-((28)1 -(4-(benci|oxi)-3,5-dimetoxibenzoiI)-4,4-dif|uoropirro|idin-2-carboniI)pirrolidin-2-carbonitriIo

58

Partiendo de resina de amida de Sieber disponible comercialmente (250 mg, 0,19 mmol, 1 eq), L-prolina protegida con
Fmoc disponible comercialmente (Fmoc-L-Pro-OH) (258 mg, 0,77 mmol) y écido ((S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-
dimetoxibenzoil)-4,4-difluoropirrolidin-2-carboxilico) (161 mg, 0,38 mmol), se prepara el producto siguiendo el
procedimiento E descrito anteriormente. La purificacién mediante RP-HPLC proporciona 18 mg (0,036 mmol) del
producto final.

Ejemplo comparativo 4:

(S)-1-((S)-1-(4-(benciloxi)-3-fluorobenzoil)-4,4-difluoropirrolidin-2-carbonil) pirrolidin-2-carbonitrilo

F.

N

N
O
o O
NC

Se acoplan secuencialmente L-prolina protegida con Fmoc disponible comercialmente (Fmoc-L-Pro-OH) (150 mg, 0,45
mmol), Fmoc-4,4-difluoro-L-prolina (166 mg, 0,45 mmol) y acido 4-benciloxi-3-fluorobenzoico (109 mg, 0,45 mmol)
sobre resina de amida de Sieber disponible comercialmente (200 mg, 0,15 mmol, 1 eq), a través de acoplamiento por

etapas tal como se describe en el procedimiento E anterior. La purificacién mediante RP-HPLC proporciona 14 mg
(0,030 mmol) del producto final.

DATOS FARMACOLOGICOS

DETERMINACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE NOVEDOSOS COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD PROLIL
OLIGOPEPTIDASA (HUMANA)

Expresion y purificacion de prolil oligopeptidasa (POP)

Se obtuvo POP mediante expresion en E. coli y purificacién por afinidad usando una fusién de cola de His segun un
procedimiento de la bibliografia (Tarragé T et al., ChemBioChem 2006;7.827-33) resumido a continuacién:

Expresién de hPOP: se transformaron células competentes BL21 de E. coli con pETM10-hPOP. Para inducir la
expresion, se inocul6é con una colonia un cultivo previo de medio LB (50 ml) que contenia kanamicina (50 pg/ml) y se
hizo crecer durante la noche a 37°C. Al dia siguiente, se inocularon dos cultivos de medio LB (500 ml) con el cultivo
durante la noche (10 ml). Se hicieron crecer los cultivos inoculados a 37°C y 220 rpm hasta que la DOsgs fue de 1,2
(2,5-3 horas). Luego se afladié IPTG (concentracién final de 1 mM) y se realizé la induccién durante la noche a 25°C.
Se recogieron las células (3500 g, 15 min, 4°C) y se suspendi6 el sedimento en tampédn de suspensién (50 ml) [Tris-
HCI pH 8 (50 mM), NaCl (300 mM), imidazol (1 mM)] y se sonicé con el uso de cuatro ciclos (que consistian, cada uno,
en 15 s de sonicacién y 15 s de reposo) a una intensidad del 50% y 0,5 pulsos, manteniéndose la muestra sobre hielo.
Después de la sonicacién, se centrifugé la muestra (40.000 g, 30 min, 4°C) y se usé el sobrenadante inmediatamente
para la purificacién de POP. Se usé un sistema de FPLC AKTA explorer para la purificacion. Se aplicé el sobrenadante
a una velocidad de flujo de 1 ml/min a una columna HiTrapQuelating (5 ml) previamente equilibrada con 5 volumenes
de columna de tampén de suspensién. Se lavé la columna con tampén de suspensién hasta que la absorbancia a 280
nm volvié al nivel inicial. Luego se enjuagd la columna con S volimenes de tampdn de lavado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,
NaCl 300 mM, imidazol 30 mM). Se realizd la elucién con 4 volimenes de tampén de elucion (Tris-HCI 50 mM, pH 8,
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NaCl 300 mM, imidazol 500 mM). Se recogieron fracciones (4 ml) durante toda la elucién. Se comprobé la actividad
POP en todas las fracciones y se analizaron las positivas mediante SDS-PAGE y se tifieron con Biosafe Comassie
Stain G-250. Se recogieron las fracciones positivas y se desalaron mediante el uso de una columna de desalacién
HiPrep 26/10 con Tris-HCI (50 mM, pH 8) como tampén. Se cuantificé la hPOP recombinante con el ensayo de
proteinas de Bio-Rad con BSA como patrén. Se prepararon alicuotas de la enzima recombinante y se congelaron
inmediatamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C.

Ensayos de inhibicion de POP

Se determind la actividad POP siguiendo el método descrito por Toide et al (Toide K et al., J. Pharmacol. Exp. Ther.
1995;274:1370-8), usando Z-G-P-AMC (N-benciloxicarbonil-Gly-Pro-metilcumarinil-7-amida) como sustrato de POP.
Se realizaron las reacciones en placas de microtitulacion de 96 pocillos, que permitieron la monitorizacién simulténea
de multiples reacciones. Para cada reaccion, se incubé previamente tampén de actividad (134 pl, tampén fosfato de
Na/K 100 mM, pH 8,0) durante 15 min a 37°C con hPOP (que oscilaba entre 20 y 60 nM, dependiendo de la actividad
del lote de hPOP) y la disoluciéon de nuevo compuesto correspondiente (3 pl). Se preparé una disolucién madre de
nuevo compuesto en DMSO (100 mM), y se prepararon diluciones a partir de esta disolucién madre con DMSO.

Después de la incubacidn previa, se afiadié Z-G-P-AMC (10 pl, 3 mM en 1,4-dioxano al 40%) (3 ul, 1,5 mM en 1,4-
dioxano al 40%, en las condiciones B), y se incubé la reaccidén durante 1 hora a 37°C. Se detuvo la reaccién mediante
la adicién de acetato de sodio (150 pl, 1 M, pH 4) y se midié fluorimétricamente la formacién de AMC. Las longitudes
de onda de excitacién y emisién fueron 360/40 y 485/20 nm, respectivamente.

Se midieron varios puntos de concentracién (que oscilaban desde 25 pM hasta 400 uM) para cada compuesto. Se
calculd la actividad inhibidora sobre prolil oligopeptidasa segln la ecuacién 1. Para cada nuevo compuesto, se midié
la fluorescencia en presencia (a) y en ausencia (b) de hPOP. Se obtuvo la fluorescencia méaxima (0% de actividad
inhibidora) a partir de una muestra de hPOP en ausencia de compuestos inhibidores. Para estimar la potencia
inhibidora del novedoso compuesto, se representaron graficamente las actividades frente al logaritmo de la
concentracién del compuesto, ajustando a una curva sigmoidea usando el software GraphPad Prism, y se determiné
el valor de Clsq, definido como la concentracién de compuesto requerida para inhibir el 50% de la actividad POP, a
partir de la curva resultante.

a—>b
c_

Actividad inhibidora (%) = {1 —[ ﬂ x 100 (Ecuacion 1)

en la que:

a corresponde a la intensidad de fluorescencia en presencia de sustrato + compuesto sometido a prueba + hPOP

b corresponde a la intensidad de fluorescencia en presencia de sustrato + compuesto sometido a prueba

¢ corresponde a la intensidad de fluorescencia en presencia de sustrato + hPOP

d corresponde a la intensidad de fluorescencia en presencia de sustrato.

Los nuevos compuestos presentan una alta potencia de inhibicién frente a prolil oligopeptidasa humana. Los resultados

se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Inhibicién de prolil oligopeptidasa humana.

Compyesto (n.°de Clso (nM) DE
ejemplo)
Ej.1 45,0 7,01
Ej. comp. 3 48,7 20,3
Ej. comp. 4 365,3 103,6

Los datos de la tabla 1 se representan en la figura 1. En dicha figura, las barras representan el valor medio * la
desviacién estandar (DE).

DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES DE PERMEABILIDAD DE LOS COMPUESTOS

Ensayo de permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA)
Se usé el ensayo de permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA) descrito en Kansy M et al., J. Med.

Chem. 1998:41(7)1007-10 para determinar la capacidad de los compuestos para atravesar la barrera
hematoencefélica (BHE) mediante difusién pasiva (Di L et al., Eur. J. Med. Chem. 2003;38(3):223-32). Se midié la
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permeabilidad efectiva (Pe) de los compuestos a una concentracion inicial de 200 uM. Se preparé la disolucion tampdn
a partir de una disolucién concentrada comercial siguiendo las instrucciones del fabricante. Se ajusté el pH a 7,4
usando una disoluciéon de NaOH 0,5 M. Se prepard una disolucién madre de nuevo compuesto en DMSO y se diluyd
con disolucién tampén hasta una concentracién final de 200 uM (0,5% de contenido de DMSO). Se separé el sandwich
de PAMPA y se llen6 cada pocillo donante con 200 pl de la disoluciéon de compuesto. Se colocé la placa aceptora en
la placa donante, asegurando que el lado inferior de la membrana estuviera en contacto con el tampén. Se afiadieron
4 Jl de la mezcla de fosfolipidos (20 mg/ml) en dodecano al filtro de cada pocillo, y se afiadieron 200 pl de disolucién
tampén a cada pocillo aceptor. Se cubrié la placa y se incubé a temperatura ambiente en una atmésfera de humedad
saturada durante 4 horas bajo agitacién orbital a 100 rpm. Después de 4 horas, se analizd el contenido de los
compartimentos aceptor y donante mediante HPLC: se transfirieron 150 ul de cada pocillo de la placa donante y 150
Ml de cada pocillo de la placa aceptora a viales de HPLC, inyectando cada muestra en una columna C1s de fase inversa
(150 mm x 4,6 mm x 5 ym, 100 A) (100 ul/inyeccién de los pocillos aceptores, 10 pl/inyeccién de los pocillos donantes
y para referencias a to). También se confirmé el transporte mediante espectrometria de MALDI-TOF.

La mezcla de fosfolipidos usada fue un extracto de lipidos polares de cerebro porcino, proporcionado por Avanti Polar
Lipids, con la siguiente composicién: el 12,6% de fosfatidilcolina (PC), el 33,1% de fosfatidiletanolamina (PE), el 18,5%
de fosfatidilserina (PS), el 4,1% de fosfatidilinositol (PI), el 0,8% de é4cido fosfatidico y el 30,9% de otros compuestos.

Se calculd la permeabilidad efectiva (Pe) después de 4 horas usando la ecuacion 2, se calculd el porcentaje de
transporte (% de T) usando la ecuacién 3 y se calculé la retencién del compuesto (% de R) de la membrana fosfolipidica
usando la ecuacién 4:

P, = 2% xlog[1 - 249 x 10-6cmys (Ecuacién 2)
t Cp(tp)
0 de T = Lal®) i
odeT = e )x 100 (Ecuacién 3)
%deR =(1- %) x 100 (Ecuacién 4)
D\to

en las que:
t es el tiempo (h)

Ca(t) es la concentracion de compuesto en el pocillo aceptor a tiempo t, Cp(t) es la concentracién de compuesto en el
pocillo donante a tiempo t

y Co(to) es la concentracidén de compuesto en el pocillo donante a fo.

Basandose en los valores indicativos de P, mostrados en la tabla 2, los novedosos compuestos muestran una buena
permeabilidad a través de la BHE (tabla 3).

Tabla 2: Valores indicativos de Pe

Valores indicativos de Pe (cm/s) | Transporte al interior del SNC

P.>=4-10° Bueno

2-10%<=P,<4-10° Cuestionable

P.<2-10° Deficiente

Tabla 3: Permeabilidad efectiva (Pe) y porcentaje de transporte de los huevos compuestos

C‘;rgzjf‘:;t;é;"" Pe (x10°¢ cms) DE %de T DE % de R DE

1 4,7 0,1 18,1 0.4 24 3,5

Ej. comp. 3 22,14 5,86 29,92 4,80 10,93 1,60
Ej. comp. 4 - - 10,43 2,06 - -

Los datos de la tabla 3 se representan en la figura 2. En dicha figura, las barras representan el valor medio = la

desviacién estandar (DE).
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Ensayo de Caco-2

Las células Caco-2 se usan ampliamente como modelo in vitro para predecir la absorcién farmacolégica en seres
humanos. La linea de células Caco-2 se deriva de carcinoma colorrectal humano, y cuando se cultiva, las células se
diferencian espontdneamente en monocapas de enterocitos polarizados.

Se ha demostrado que la permeabilidad de farmacos a través de monocapas de células Caco-2 se correlaciona bien
con la absorcién in vivo en seres humanos (Zhao YH et al., 2001, J. Pharmaceut. Sci. 90:749-784) y se ha convertido
en un método in vitro bien establecido para la prediccidén de la absorcidén intestinal (Kansy M et al., 2001,
Pharmacokinetic optimization in drug research, Ed. Testa B et al., 447-646).

Se realizaron los experimentos usando el kit de permeabilidad CacoReay (ReadyCell, Barcelona, Espafia).

La misma semana de la recepcion del kit, se licué el medio de envié de las células segln el manual de usuario
proporcionado con el kit, tras lo cual se reemplazd el medio de envio por medio de Eagle modificado por Dulbecco
nuevo (DMEM, bajo contenido en glucosa).

Tres dias después, equivalentes al dia 20 de cultivo celular, se comprobaron la calidad del sistema de barrera y la
presencia de uniones estrechas entre las células midiendo la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) de la barrera
celular. Un valor de TEER de 200 Q-cm? (o mayor) indica que el sistema de barrera es aceptable para un ensayo de
absorcién. Se esterilizaron los electrodos sumergiéndolos en etanol (70%) durante 30 min bajo luz UV. Después de
eso, se equilibrd el electrodo durante 30 min en medio DMEM, precalentado a temperatura ambiente. Se realizaron
las medidas de TEER a temperatura ambiente obteniendo un valor medio de 1357 + 168 Q-cm? confirmando la
integridad de la barrera celular.

Antes del ensayo de permeabilidad, se prepard el tampén de transporte (HBSS (1x)-Ca%*/Mg?*) y se calentd hasta
37°C con el fin de evitar el estrés por temperatura de las células durante el experimento. En paralelo, se disolvieron
los compuestos que van a someterse a prueba hasta una concentracién final de 50 pM en tampén de transporte (HBSS
(1x)-Ca?*/Mg?*), que contenia un 0,5% de DMSO, una cantidad que toleran bien las células y que no afecta a la
integridad de barrera. Se sometieron a prueba los compuestos a una concentracién de 50 uM.

Antes del ensayo de permeabilidad, se retir6 el DMEM de los compartimentos apical y basal mediante succién. Se
dej6 un volumen de 10 pl de medio en cada compartimento con el fin de prevenir el secado de las células y el dafio a
sus propiedades de barrera. Se aclararon ambos compartimentos con tampdn de transporte, se llené el compartimento
basal (inferior) con 300 pl y el compartimento apical (superior) con 75 pl de tampén de transporte.

Se retird por completo el contenido del compartimento basal mediante succién y se llend de nuevo con 250 pl del
tampdn de transporte. También se retiré el contenido del compartimento apical mediante succién, dejando 10 pl del
tampén de transporte con el fin de evitar el secado de las células. A cada pocillo se le afiadieron 65 pl de la disolucién
de compuesto que va a someterse a prueba.

Para los experimentos de transporte (de apical a basal), se incubaron las células con las disoluciones que contenian
los compuestos durante 2 horas a 37°C. Después de eso, se recuperé el contenido de los compartimentos y se analiz
mediante HPLC (columna C18 Sunfire 100 mm x 4,6 mm, 3,5 mm, 100 A, Waters; velocidad de flujo de 1 ml/min;
gradiente del 0-100% de B en 8 min; A = acido trifluoroacético al 0,045% en H>O y B = &cido trifluoroacético al 0,036%
en acetonitrilo, deteccién a 220 nm). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Después de retirar las muestras de los compartimentos, con el fin de comprobar la integridad de las barreras celulares
durante los ensayos, se llenaron de nuevo los compartimentos basales con 250 pl de tampén de transporte y los
compartimentos apicales con 65 pl de una disolucién de amarillo Lucifer (LY) a una concentracién de 20 uM en tampén
de transporte. Se incubé la barrera celular durante 1 hora a 37°C con la disolucién de LY. EI LY se usa como marcador
de integridad de barrera para ensayos de permeabilidad. Después de la incubacién, se recogié el contenido de los
compartimentos y se analizé usando un fluorimetro.

Para una barrera de Caco-2 completamente funcional, la permeabilidad de LY debe ser menor del 0,7% después de
1 hora. Después del ensayo, la permeabilidad de LY era inferior a este promedio de transporte, lo que indica la
integridad de barrera de la barrera durante la evaluacién de los compuestos.

En el ensayo de permeabilidad de Caco-2, se calculé el porcentaje de transporte (% de T) para los compuestos segun
la siguiente ecuacion:

Ca(®)
Cp(to)

en la que t es el tiempo (horas), Ca(t) es la concentracién de compuesto en el compartimento basal (aceptor) a tiempo
1, Cpo(to) es la concentracién de compuesto en el compartimento apical (donante) a tiempo 0.

%deT = x 100
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Tabla 4: Permeabilidad (ensayo de Caco-2)

Compuesto (n.° o
de ejemplo) % de T DE
1 45 3
Ej. comp. 3 57 1

Tal como se muestra anteriormente, la permeabilidad a través del estémago del compuesto del ejemplo 1 es mucho
mayor que la del ejemplo comparativo 3. En dicha figura, las barras representan el valor medio * la desviacién estdndar
(DE).

Los datos de la tabla 4 se representan en la figura 3.

Exposicién en el cerebro in vivo

Para cada compuesto, se usaron para el estudio veinticuatro ratones macho adultos, de 7-8 semanas de edad el dia
del experimento, y se asignaron aleatoriamente entre los grupos. Se realizaron los experimentos en 3 grupos de
animales tal como se describe en la tabla a continuacion:

Grupo Tratamiento, via/dosis, | Ratones por grupo Tiempos de muestras de plasma y
volumen de cerebro
administracién
y Sin tratamiento (grupo de N=3 Antes de la dosis
control)
N=21
5 Ej. comp. 3, i.p., 5 mg/kg, ) TO+5 min, TO+30 min, TO+1 h, TO+2 h,
10 mi/kg (3 animales para cada | T0+4 h, TO+7 h, T0O+24 h
tiempo de muestreo)
N=21
3 Ej. 1, v.o.,, 5mg/kg, 10 ) TO+5 min, TO+30 min, TO+1 h, TO+2 h,
mli/kg (3 animales para cada | T0+4 h, TO+7 h, T0+24 h
tiempo de muestreo)

mg, miligramo; ml, mililitro; h, hora; kg, kilogramo; min, minuto; N, numero de animales; ip.,
intraperitoneal; v.o., via oral; T, tiempo; min, minuto

Después de la administracién de compuesto, se realizé6 sangre terminal en varios puntos de tiempo después de la
administracién intraperitoneal (ej. comp. 3) u oral (ej. 1).

Después de la perfusién transcardiaca con solucidn salina tamponada con fosfato, también se recogieron los cerebros.
Todas las muestras se almacenaron a -80°C hasta su bioanalisis.

Se descongelaron las muestras de plasma a temperatura ambiente (TA), y se precipitaron con proteinas las muestras
con el doble de volumen de acetonitrilo, que contenia 20 ng/ml de fenacetina como patrén interno. Se mezclaron a
fondo las muestras, seguido de centrifugacion durante 20 min a 2.200 x g. Se diluyeron 1:1 los sobrenadantes con
solucién salina tamponada con fosfato 150 mM (pH 7,4) y se pipetearon sobre placas de UPLC de 96 pocillos para
esperar su analisis.

Se pesaron las muestras de cerebro, se descongelaron a TA y se prepararon para su andlisis mediante la
homogeneizaciéon del tejido en un homogeneizador de perlas con el cuadruple de volumen de solucién salina
tamponada con fosfato. Se trat el homogeneizado de manera similar a las muestras de plasma.

Se prepararon muestras de referencia (calibracién) de manera similar a las muestras del estudio actual, después de
realizar adiciones conocidas de plasma de blanco y homogeneizado de cerebro hasta concentraciones de 0,1, 0,2,
0,5, 1,2, 5,10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000 ng/ml del ejemplo 1y del ej. comp. 3. Se prepararon
muestras de control de calidad de manera similar a las muestras del estudio actual, después de realizar adiciones
conocidas de plasma de blanco y homogeneizado de cerebro hasta 20, 200 y 2000 ng/ml del ejemplo 1 o del ej. comp.
3.
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Se cuantificaron los niveles de los compuestos del ej. comp. 3 y del ejemplo 1 a partir de plasma y cerebro de ratén.
Se analizaron las muestras usando un método bioanalitico ajustado a propésito usando un dispositivo de UPLC/QE-
Orbitrap-espectroscopia de masas.

Se represent6 graficamente la concentracién (ng/ml) de los compuestos a lo largo del tiempo y se calculé el area bajo
la curva (AUC) en plasma y tejido cerebral usando Graphpad PrismTM 5.0. Se calculd la razén de plasma con respecto
a cerebro de la siguiente manera:

% de paso a través de la BHE = 2757€P70 4 100

AUCplasma

Tabla 5: Exposicién en el cerebro

Compyesto (n. % de BHE
de ejemplo)
1 25,3
Ej. comp. 3 21

Los datos de la tabla 5 se representan en la figura 4.

Tal como se muestra anteriormente, cuando se usa el compuesto del ejemplo 1 mediante administracién oral, es
posible lograr una mayor exposicidon en el cerebro que la lograda por otros compuestos incluso cuando dichos
compuestos se administran por via intraperitoneal.

Estabilidad microsémica (en ratas)

La estabilidad microsémica es util para predecir si un compuesto superara el metabolismo de primer paso y lograra
una exposicion sistémica después de la administracién oral. También es util para predecir la semivida del compuesto
una vez que se encuentra en el torrente circulatorio.

Se investigé la estabilidad de los compuestos en microsomas hepéticos agrupados de rata (Sprague-Dawley) (nimero
de catalogo 452501) segln las instrucciones proporcionadas por el proveedor (BD Biosciences). Se preparé una
disolucién madre (500 pM) del compuesto que va a someterse a prueba en DMSO. Se incubaron 2 pl de los
compuestos a una concentracién final de 1 yM en una mezcla de:

- 713 pl de HO

- 200 pl de fosfato de potasio 0,5 M (pH 7,4)

- 50 pl de disolucién A del sistema de regeneracién de NADPH (BD Biosciences, nimero de catalogo 451220)

- 10 pl de disolucién B del sistema de regeneracién de NADPH (BD Biosciences, nimero de catalogo 451200)

Se calenté la mezcla resultante hasta 37°C durante 5 min. Después de eso, se afiadieron 25 Jl de microsomas
hepaticos a una concentracién final de 0,5 mg/ml. Se incub6 la mezcla a 37°C con agitacidén orbital (100 rpm). En
puntos de tiempo seleccionados, se extrajeron alicuotas de 100 pl y se mezclaron con 100 pl de acetonitrilo. Se agitd
el precipitado obtenido en un vértex durante 1 minuto. Se mantuvieron las muestras a 4°C durante 30 min, tras lo cual
se centrifugaron las muestras a 20.000 x g a 4°C durante 30 min. Se eliminé por filtracién el sobrenadante y

posteriormente se analiz6 mediante UPLC-EM. Todas las pruebas de estabilidad se realizaron por duplicado.

Tabla 6: Estabilidad microsémica (en ratas)

Compuesto (n.°de | go1iviga (min)
ejemplo)
Ej. 1 12
Ej. comp. 3 <5
Ej. comp. 4 <5

Estos datos sugieren que el ejemplo comparativo 3 y el ejemplo comparativo 4 no superaran el metabolismo de primer
paso después de la administracién oral. Por tanto, no alcanzaran la circulacién sistémica después de la administracién
oral. De hecho, el ejemplo comparativo 3 no mostré eficacia después de la administracién oral, siendo los niveles
plasméticos detectados del farmaco muy bajos.
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PK en ratones

La farmacocinética de los compuestos tras la administracion de bolo intravenoso se llevé a cabo en ratones Swiss
Albino macho. El estudio se llevd a cabo segun las directrices del Comité Institucional de Etica Animal (IAEC) y segun
los requisitos del Comité con el Propésito de Control y Supervisién de Experimentos con Animales (CPCSEA), India.

El estudio se llevd a cabo en 12 ratones por compuesto usando un disefio de muestreo disperso (n=3/punto de tiempo)
para producir un perfil compuesto. Se disolvieron los compuestos en Tween80® al 2% en solucién salina (NaCl al
0,9%) a una concentracién de 0,5 mg/ml. A los ratones se les administré una dosis Unica de 1 mg/kg de la disolucién
de compuesto mediante bolo intravenoso a través de la vena lateral de la cola usando una jeringa de BD de 1 ml
guiada con una aguja de 26G a un volumen de dosis de 2 ml/kg.

Se extrajeron muestras de sangre (n=3 por punto de tiempo) a las 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 y 48 h tras la dosis.
En cada punto de tiempo, se extrajeron 120 pl de sangre mediante puncién del plexo retroorbital y se transfirieron a
un tubo de centrifuga etiquetado que contenia disolucién de Ko-EDTA 200 mM (20 pl por ml de sangre). Se centrifugaron
las muestras de sangre a 5000 x g durante 5 min a 4+2°C. Se almacenaron las muestras de plasma por debajo de -
60°C hasta su bioanalisis.

Se analizaron las muestras de plasma usando un método de CL-EM/EM con un LLOQ de 1,06 ng/ml. Se calcularon
los parametros farmacocinéticos en plasma usando la herramienta de anélisis no compartimental del software validado
WinNonlin® de Phoenix (versién 6.3). Se calculé el area bajo la curva de concentracién-tiempo (AUCgtimo) mediante
la regla trapezoidal lineal. La concentracién maxima en plasma (Cnax) ¥ el tiempo hasta alcanzar la concentracion
méxima en plasma (Tmax) fueron los valores observados. El aclaramiento (CL) y el volumen de distribucién (Vss) fueron
los valores predichos.

Tabla 7: Farmacocinética (en ratones)

Compuesto (n.° AUCttimo :
de ejemplo) (ng-h/ml) CL (ml/min/kg) Vss (I/kg)
1 127 99,6 1,19
Ej. comp. 3 131 126 0,64
Ej. comp. 4 22,7 697 9,06

El ejemplo comparativo 4 muestra un aclaramiento muy alto después de la administracién intravenosa (i.v.) en ratones,
que indica que el compuesto experimenta un alto metabolismo de primer paso (de acuerdo con los datos de estabilidad
microsdmica), o que sugiere que el compuesto no alcanzara la circulacién sistémica después de la administracion
oral.

EFECTO DE LOS NUEVOS COMPUESTOS SOBRE EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA EN UN MODELO ANIMAL
DE DETERIORO DE LA CAPACIDAD INTELECTUAL

Se evalud la eficacia de los nuevos compuestos como potenciadores de la capacidad intelectual en un modelo
farmacolégico de deterioro cognitivo. Se evaluaron los efectos de los nuevos new compuestos en roedores (ratones o
ratas) no tratados y tratados con MK-801. MK-801 es un antagonista no competitivo del receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA) que perjudica el rendimiento de los animales en diversos paradigmas de aprendizaje y memoria
(Castellano C et al., Curr. Drug Targets 2001;2:273-83.; Riedel G et al., Behav. Brain Res. 2003;140:1-47). MK-801
también produce diversos efectos sobre el comportamiento de roedores, incluyendo deficiencias en el procesamiento
sensorial, la hipermotilidad, la estereotipia y la ataxia. El fenotipo conductual inducido por el tratamiento con MK-801
se ha usado ampliamente como modelo animal de deficiencias cognitivas (Bardgett ME et al., Brain Res. Bull.
2003;60:131-42; Van der Staay FJ et al., Behav. Brain Res. 2011;220:215-29; Mutlu O et al., Pharmacol. Biochem.
Behav. 2011;99:557-695).

Con el fin de determinar si los compuestos sometidos a prueba acttan como potenciador cognitivo, se sometié a
prueba su capacidad para restablecer el comportamiento cognitivo normal a través de pruebas ampliamente usadas
tales como la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (Dere E et al., Neurosci. Biobehav. Rev. 2007;31:673—
704; Boess FG et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2007;321:716-25); la tarea de evitacién pasiva o inhibitoria (Sarter M
et al., Psychopharmacology (Berl) 1992;107:144-59); el laberinto acuatico de Morris (D’Hooge R et al., Brain Res.
Rev. 2001;36:60-90); y la tarea de alternacién del laberinto en forma de T (Boess FG et al., Neuropharmacology
2004;47:1081-92; Spowart-Manning L et al., Behav. Brain Res. 2004,151:37-486).
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Como ejemplo representativo para la evaluacién de los nuevos inhibidores de POP, se describen el protocolo seguido
para cada una de las pruebas conductuales, asi como los resultados obtenidos en la prueba de reconocimiento de
objeto y la prueba de evitacién pasiva.

Tarea de reconocimiento de objeto novedoso

La tarea de reconocimiento de objeto novedoso (NOR) se basa en la preferencia natural de los roedores para
explorar objetos novedosos (Ennaceur A et al., Behav. Brain Res. 1988;31:47-59). Es una prueba sin recompensa
relevante para estudiar deficiencias en la memoria y en el aprendizaje visuales. Brevemente, el procedimiento de la
tarea de NOR consistid en tres ensayos: habituacién, entrenamiento y retencién. Cada animal se habitué a un recinto
circular de 40 cm de diametro durante 10 min en ausencia de objetos (sesidon de habituacién). Al dia siguiente, se
colocé el animal durante 10 min en el recinto circular para el ensayo de entrenamiento, y se colocaron dos objetos
idénticos en una posicién simétrica. Esta etapa se realizé durante dos dias consecutivos. Al tercer dia, se reemplazd
uno de los objetos por un objeto diferente. Se usé6 el objeto no usado en el ensayo de entrenamiento como objeto
novedoso en el ensayo de retencién. Luego se permitié que los animales exploraran libremente durante 10 min, y se
registrd el tiempo empleado en explorar cada objeto. Se espera que el animal emplee mas tiempo explorando el objeto
novedoso, que es un signo de memoria de reconocimiento intacta. Se calculé un indice de discriminacién de la
siguiente manera: tiempo empleado explorando el nuevo objeto menos tiempo empleado explorando el antiguo objeto,
dividido entre el tiempo total empleado explorando ambos objetos, y multiplicado por 100. Se considerd que un mayor
indice de discriminacion reflejaba una mayor retencién de memoria.

Compuestos administrados por via oral

Se realiz6 el experimento usando ratones C57/BI6 macho de 8-9 semanas de edad (n = 7-9 animales por grupo). Se
disolvieron los compuestos con una mezcla de Tween80® al 5% en solucién salina (NaCl al 0,9%) para obtener una
concentracion de disolucién de 0,5 mg/ml.

La prueba se dividi6 en tres partes: habituacién, entrenamiento y prueba. El primer dia, se habituaron los animales al
recinto (circular, 40 cm de didmetro) durante 10 minutos. En los dos dias siguientes, se permitié6 que los animales
exploraran libremente dos objetos idénticos colocados en el recinto durante 10 minutos. En las sesiones de prueba
(cuarto dia), se reemplazd uno de los objetos por uno novedoso. Antes de esta sesién, treinta y cinco minutos antes
de la prueba, a los animales se les administraron por via oral (v.0.) los compuestos en estudio (Tween80® al 5% en
solucién salina, 5 mg/kg) o vehiculo (Tween80® al 5% en solucién salina, 1 ml por 100 g de peso corporal). Para
inducir deficiencias cognitivas, se administré dizocilpina (MK-801) por via subcutanea a una dosis de 0,2 mg/kg en
solucién salina 20 min antes de la prueba al grupo de control negativo o a los grupos de analisis de farmaco. Al grupo
de control de nivel inicial se le inyecté solucién salina.

Después de la administracion de farmaco, se permitié6 que cada ratén explorara libremente los objetos durante 10
minutos. Se definié el indice de discriminacion (ID) como parametro para la evaluacién:

tiempo dedicado al nuevo objeto menos tiempo dedicado al objeto familiar> 00

0, =
%o de D ( tiempo dedicado al nuevo objeto mds tiempo dedicado al objeto familiar

Se grabé el experimento usando una cdmara web colocada 1,5 m por encima del recinto. Se analizé la distancia
recorrida por los ratones como porcentaje de tiempo empleado en las zonas del recinto circular usando el software
Panlab SMART 2.0.

Compuestos administrados por via intraperitoneal

Se realiz6 el experimento usando ratones C57/BI6 macho de 8-9 semanas de edad (n = 7-9 animales por grupo). Se
disolvieron los compuestos con una mezcla de Tween80® al 5% en solucién salina (NaCl al 0,9%) para obtener una
concentracién de disolucién de 0,5 mg/ml.

La prueba se dividi6 en tres partes: habituacién, entrenamiento y prueba. El primer dia, se habituaron los animales al
recinto (circular, 40 cm de didmetro) durante 10 minutos. En los dos dias siguientes, se permitié6 que los animales
exploraran libremente dos objetos idénticos colocados en el recinto durante 10 minutos. En las sesiones de prueba
(cuarto dia), se reemplazé uno de los objetos por uno novedoso. Antes de esta sesidn, treinta y cinco minutos antes
de la prueba, a los animales se les administraron por via intraperitoneal los compuestos en estudio (Tween80® al 5%
en solucién salina, 5 mg/kg) o vehiculo (Tween80® al 5% en solucién salina, 1 ml por 100 g de peso corporal). Para
inducir deficiencias cognitivas, se administré dizocilpina (MK-801) por via subcutanea a una dosis de 0,2 mg/kg en
solucién salina 20 min antes de la prueba al grupo de control negativo o a los grupos de analisis de farmaco. Al grupo
de control de nivel inicial se le inyecté solucién salina.

Después de la administracién de farmaco, se permitié6 que cada ratén explorara libremente los objetos durante 10
minutos. Se definié el indice de discriminacion (ID) como pardmetro para la evaluacién:
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tiempo dedicado al nuevo objeto menos tiempo dedicado al objeto familiar> 00

0, =
%o de D ( tiempo dedicado al nuevo objeto mds tiempo dedicado al objeto familiar

Se grabd el experimento usando una cdmara web colocada 1,5 m por encima del recinto. Se analizé la distancia
recorrida por los ratones como porcentaje de tiempo empleado en las zonas del recinto circular usando el software
Panlab SMART 2.0.

Los resultados obtenidos cuando se administra el compuesto del ejemplo 1 y el del ejemplo comparativo 3 se
proporcionan en la tabla a continuacién.

Tabla 8: Ensayo de tarea de NOR

Compuesto Indice de discriminacién, %
Control 39,5+39*
MK-801 (s.c.) 2147

Intraperitoneal MK-801 (s.c.) + &j. 1 (i.p.) 30,3+3,9

MK-801 (s.c.) + ej. comp. 3 | 42,7 £ 3,3***
(i.p.)

Control 53,3+ 2,7
MK-801 (s.c.) 16,6 £59

Oral MK-801 (s.c.) + &j. 1 (v.0.) 42,1+ 5, 1%
MK-801 (s.c.) + ej. comp. 3 | 20,1+2,9
(v.0.)

Los datos de la tabla 8 se representan en la figura 5a (administracién intraperitoneal) y en la figura 5b (administracion
oral). En dichas figuras, las barras representan la media + el e.e.m. de n animales. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
frente a las condiciones iniciales (MK-801 inicial) de deficiencia cognitiva (prueba de ANOVA unilateral seguida de
prueba a posteriori de Dunnett).

Tal como se muestra anteriormente, el compuesto del ejemplo 1 es superior al del ejemplo comparativo 3 cuando se
administra por via oral, lo que hace que sea particularmente adecuado para administracién oral.

Perfil de selectividad (unién a 5-HT1A)
Se realizdé el experimento usando el panel SafetyScreen44® de Cerep/Eurofins. Se sometieron a prueba los
compuestos a una concentraciéon de 100 uM (en DMSO al 1%).

Se calculé la unién de compuesto como porcentaje de inhibicién de la unién de un ligando marcado radiactivamente
especifico para cada diana.

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién de unién especifica de control
unidn especifica medida
unidn especifica de control

100 — ( x 100)

obtenida en presencia de los compuestos sometidos a prueba.

Se consideré que los resultados que mostraban una inhibicién mayor del 50% representaban efectos significativos de
los compuestos de prueba.

Tabla 9: Unién al receptor de 5-HT1A

Compuesto % de inhibicibn de unién | DE
especifica de control

Ej. 1 -6,3 1,2

Ej. comp. 3 64,6 56
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Los datos de la tabla 9 se representan en la figura 6.
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REIVINDICACIONES

F
ZIH
@)
F
(@)
@)
F

(1)

(en la que los asteriscos indican centros quirales), sus esterecisbmeros y sales del mismo.

1. Compuesto de la férmula (1)

O
Z

5 2. Compuesto segln la reivindicacion 1 que tiene la férmula (la):

Dy
o

(la)

O
Z

sus estereoisémeros y sales del mismo.

3. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto se selecciona de:
® (S)-1+((2S,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
10 ® (R)-1-((28,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (S)-1+((2R,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((2R,4R)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (S)-1+((2S,45)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
® (R)-1-((28,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo
15 ® (S)-1+((2R,4S)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo

® (R)-1-((2R,4S8)-1-(4-(benciloxi)-3,5-difluorobenzoil)-4-fluoropirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carbonitrilo,
y sales de los mismos.

4.  Procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula (l) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, que comprende

20 a) hacer reaccionar un compuesto de formula (IX):
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con un compuesto de formula (XI):

NH
HN O
Jeraac
(X}

para producir un compuesto de férmula (XII):

PN
9*5@

(X1t

b) hidrolizar el compuesto de formula (XIl) para producir el compuesto de férmula (XIV):

(XIV)

H,N” Y0
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¢) someter el compuesto de férmula (XIV) a condiciones que pueden transformar un grupo carboxamida en un
grupo nitrilo para producir el compuesto de féormula (l):

en el que las etapas b) y ¢) pueden realizarse por separado 0 en una reaccién en un solo recipiente.

Procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, sus estereoisémeros y sales del mismo, que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (IX):

o L ¢
(@]
Iigé
F
(@]
(IX)OOH

con un compuesto de formula (IV):

CN
HN

(V)

Composiciéon farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula (1) segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, sus estereoisémeros y sales farmacéuticamente aceptables del mismo y un portador,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Compuesto de férmula (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso como medicamento.

Compuesto de férmula (I) segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en el tratamiento y/o la
profilaxis de un trastorno cognitivo.

Compuesto para su uso segun la reivindicacién 8, en el que el trastorno cognitivo es un trastorno cognitivo
asociado con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia, trastorno depresivo mayor,
trastorno afectivo bipolar, trastorno de conducta durante el suefio REM, enfermedad de Alzheimer, demencia
frontotemporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, paralisis
supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal o esclerosis lateral amiotréfica.
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FIGURAG

Unidn a receptor de 5-HT1A
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