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DERIVADOS DE  S-NITRGINDAZOL Y U USO COMD  AGENIES
ANTIPROTOZOARIOS

Sector de Iz Téoniea

fa presente invencion se refiere a dos familias de compuestos derivados de §-
nitroindazol, & su procedimizmio de preparacion v a su uso para la fabricacion de
medicamentos para e tratamiento de infecciones, particnlarments las provocadas por
protoroos de las familias Fryparosematides v Trichomonadidae. La invencidn, por

tanto, se engloba dentro del sector farmacéutico.

Fstade de Iz téonica
Los protozeos son los agentes etioldgicos de varlas de las principales enfermedades
parastiarias. Muchas de estas infecciones se voncentran en las zonas mds pobres del

g . .

plancta v se¢ consideran “enfermedades wropicales desatendidas™. Los itratamientos
farmacoldgicos existentes para muchas de estas profozoosis estdn lgjos de ser
satisfactorios v el desarrollo de una vacuna ¢ un obietive todavia inalvanzado. Las
ierapias existentes en la actualidad no son adecuadas debido esenciaimenie a vanios
factores, ales como los fndices terapduticos bajos que conducen a altas toxicidades v
efectos secundarios naceptables, la aparicidn de parfisitos resistentes, la dificuliad de
cumplintientn del tratamiento debido a protocolos complejos, los alios precios gue

estdn fuera del alcance de los pacientes en los palses afectados, ete.

La enfermedad de Chagas {iripanosomiasis americana), ocasionada por el protoroo
hemoflagelade Trvpanosome oruzi (fam, Trypanosomaiidae), €5 una aniropozoonosis
transmitida  principalmente 2 wavés de las heces conmtaminadas de  chinches

oy

hematdfagas Se estima gue en odo el mundo hay unces 7 millones de personas
infectadas vy alrededor de 25 millones mds en riesgo de contrasy la enfermedad, que
provoca mas de 7.000 mueries anuales, principalmente en 21 pafses latinoamericangs
donde es endémica (WHQ, favesting o overcome the global impact of Neglected
Tropical Diseases. Third WHO report on Neglected Tropical Diseases, 2815} Bin

embarpp, la existencia de owras rulas de transmision allermativas a fa vectonal
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{irangfusidn de sangre contaminada, itrasplante de Grgancs infectados o por via
congérital, jumo comn las migraciones imermacionales producidas en las Glimas
décadas, han hecho de {s enfermedad de Chagas una patologia emergente en diversos
paises desarrollades; en Bspafia, se estima que puede haber wnas B5.000 personas
infectadas, principalmente de origen boliviano (Schmunis, GLA. v Yadon, 2K, Adcia

Trop. 2016, 115 14-21)

La enfermedad de Chagas presenta una fase aguda inicial de entre -2 meses de
duracitin, generalimente asintomdtica o leve ¥y con pargsiiemia detectable. Tras una
fase indeterminada, entre el 30-30% de los pacientes evolucionan hacia una fase
croniea que se manifiesta 1030 aflos despuds de la infeccidn. Esta se caractenza por
la presencia de lesiones cardiacas v digestivas irreversibles, que surgen como
consecuencia de lestones inflamatorias (Rasst dr., A, et al., Lonces 2818, 375, 1388
1402 producidas por s persistencia del parasito junto con reacciones de caracter

autoinmune Marin-Neto, LA et all, Civeudation 3067, /15, 11089-1123)

Actualmente no se dispone de vacuna ni tratamiento completamente eficar pars ia
enfermedad de Chagas. Los dos unices fBrmacos hasta hoy disponibles, los
nitroheterociclos nifunimox v benznidazol, se desarrollaron bace mas de cuarenta
afos {Coura, LR, et al,, Mem. Just Oswaldo Cruz 2089, 704, 549-354). Ambos son
bastanie efectivos en la fase aguda, pero su eficacia en la fase erfinica es muy limitada.
Por otra parte, la aparicidn de cepas de T cruzd resistentes a sstos firmagos ha dado
lugar a varisciones en su eficacia ligadas a la zona geografica. Ademds. ambos
compuestos presertan efecios secundarios de cardcter severo, pero el henznidaznt es
mejor olerade por los pacientes v generalmente se considera el fratamiento de
eleccidn para la enfermedad de Chagas (Urbina, LA, dofa Trop 20818, 115 55-68;

Rasst Jr., &, et al, Lancer 2008, 375, 1388-1402).

En jos Gitimos afios se han deserito muchos compuestos ¢on actividad antichagasica,
asi como diferentes dianas moleculares potenciales del parasito {Guedes, B0 et
al., Fypert Rev. Amti-Infect Thee 2011, 9. 608-020; Urbina, LA, dofa Trop 2008,

P13, 55.6%; Cerecetto, H. v Gonzdlee, M., Phormacenticals 2018, I, 810838
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Sanchez-Sanche, F. et al., Cure. Med Chem 2818, 17, 423452, Sosuwo, MN.C. v de

Castro S.L., Expert Opin. Ther. Torgeis 2009, 73, 105121,

Fspecial interés han despertado los azoles santifiimgivos inhibidores de la sintesis de
esteroles, pero ostudips climicos recientes han resultade muy  decepoionantes,
mostrando gue estos Compuestos son bastanie menos efectivos gue e henenidazol, al

menos comao guirmiolerapia Grica {Chatelain, B, 0 Blomol Screen. 2018, 20, 22-35)

Todos estos hechos ponen de mandfiesto la necesidad de desawollar nuevas
alternativas terapduticas para ef tratamiento de la enfermedad de Chagas vy, por oira
parte, se ha sefialado recientemente gque los dertvados nitroheterociclcos siguen
representands fa Gnica allernativa real en la lucha antichagésica (Moraes, C.B. ot al,

Sci Rep. 2014, 4, 4703; DOLIG I3 srepd TO3Y,

Se ha descrito tambidn la actividad antichagdsica de diversos S-nitroindazoles con
estructuras v patrones de sustitucidn completamente diferemtes de los que possen los
compuestos inciuidos en esta invencidm: l-alquilindazol-3-oles (Ardn, V.1 et al,
Bioorg. Med Chem 2088, I3, 3197-3207; Botani, L. et al,, Fur. J Med Chem. 2089,
44, 1034-1040, 3-aleoxiindaroles (Montere-Torres, A, et al, Bicory Med Chem.
268, 73 6264-8275), 3-alcoxi-l-glguilindazoles {Asdn. V). et al. Bioorg AMed
Chem. 3808, 13 31973207 Botam, L. et al, Ewr J Med Chem 2069, 44, 1034-
1040; Rodrigoer, b et al., Ewr J Med Chewn 2809, 44, 1545-1553; Rodriguez, J. et
al., Bioorg Med Chem 20098, 17, BI86-8196; Vega, MU et al, Fur S Med Chem
2832, 58, 214-227: Muro, B. et al., Fur J Med Chem 3814, 74, 124-134), indazalin-
3-onas 1,2-condensadas (Digr-Urrutia, C AL et al., Spectrachim. Acta 4 2812, 3, 670~
678} v 1,1 -hidrocarbilenbis{3-alooxd- v 3-hidroxiindazoles) (Aguilera-Yenegas, B. et

al. fw. J Electenchem Sci 2812, 7, 5837-53863}

También se concce g actividad frente a Trypanosoma bruce!l rhodesiense, agente
sioldgicn de la enfermedad del sueho africana, de diversos derivados de 5-
nireindazob  P-alguil- v toarilindazob3-oles,  Z-alguilindazolin-3-omas, 3-

alcoxiindazoles, I-alcoxi-t-alguilindaroles, indazolin-3-onas 1, Z-condensadas, y L1~
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hideocarbenbis{Z-alcoxiindazoles) (Avdn, V.0 et al, Sioorg Med Chem lenr 3813,
22, 4506-4516), ast como las propiedades leishmanicidas de algunos J-aleoxi-1-
aiquiindazoles (Boam, L, et gl Bwr J Med Chem 2009, 44, 1034-10480; Marin, C.

et al., devg Trop 2018, 748, 173-178) que hablan mosirado previaments actividad

frente a T oruzd

En la presente invencidn se proponen S-nuirpindazolin-3-onas 1 2-disustituidas como

agenies antichagasicos.

En este contexte, s ha descrilo en los Gitimos afies la sintesis v propiedades
antichagdsicas de algunas indazolinonas relacionadas (Montero-Torres, A, gt al,
Bioorg Med Chem ZOIS, 13 6264-8275; Vega, MU et al, Fur J Med Chem
20812, 38, 214227 Mura, F. et al, J Specirose Dyn 2813, 3, articulo & Fonseca-
Bereal, C. et al, Porasitol Res 2814, 773, 1049-10586), asi como la escasa agtividad
anti~7 crezi de los 3-aleoxs-2ealgquilindazoles sdmeres (Vega, ML et al, Ewr 4
Med Chem 2812, 38, 214-227; Mura, ¥, et al, J Spegirose. Dyn 2413, 3, &
Fonseca-Berzal, C. et al, Parasisol Res 2414, 113, 1049-1356),

Tambien se conoce la actividad frente a T bruced rhodesiense {(Arvin, V.J. et al,
Bivorg. Med Chem Les 2812, 22, 4508-4516) de algunas S-nitroindarelinonas 1,2+
disustituidas, ast como sus propicdades antiinflamatorias (Marrera-Fonee, Y. ot al,

Ewr L Med Chem, 2081, 46, 5736-8753)

Las indazalin-3-onas 1, 2-disustituidas previamente publicadas presentan en posicion |}
grupes alquilo simples (metile, propile, isoproptio, butile v pentilo} o bencilo. En ia
presente mvencidn se muesira oMo es5108 grupos pueden ser sustituidos por grupes

alquilo complejos, conteniende insaturaciones o diversas funcionalidades variadas
(haldgeno, carboxilo, éster, eter, aloohol, amida, efc.} o por grupos aciio o sulfonile,
pudigndose obtener compuestos wae actives ¥ menos tixicos que los previamente
conogides ademds de aumeniar {a solubilidad en agua de los compuestos medianie I

intraduccidn  de grupos polares pudiendo presentar, asi, un  componanuenio

farmacocinético mas apropriade.



WO 2017/072374 PCT/ES2016/000119

18

15

28

34

a
oy

Por otra parte, Trichomonas vaginalis (fam. Trichomonadidae) es of agente causal de
Iz tricomonosis, una infeccidn de transmision sexual (IT8) responsable de mas del
5% de todas las ITS curables del mundo. Segin los Gltimos datos estimados por la
Urganizacion Mundial de 1z Salud v publicados en 2012, se producen mds de 276

millones de infecciones cada afio {WHO, Globad incidence and previdence of selected

curable sexnolly ransmitied diseases — 2068, 28123

Este protovoo es transmitido dnicamente mediante contacto sexual. Se caracteriza por
maosirar un ampho rango de manifestaciones elinieas que pusden ocecasionar casos
graves de inflamacidn de conductos genitourinarios acompafiados de una lsucorres
caracteristica, eritema, prurito, disuria, infertibidad o la formacidn de peguelas
lesiones denominadas Teolpttis macolans” en el cuello wering, En el hombre, esta
infeceidn puede dertvar en una uretritis no gonococica v Iz alteracion de la viabilidad
v movilidad espermatica {Swygard, H. et al., Sex. Transm fyfecy. 2084, 88, 91-95;
Lewis, DA, Medicine (Baltimore} 2018, 38, 291293}, Sin embargoe, los estudios
eptdemiologicos revelan que al menos la mitad de las mujeres asi como ol R de los
varones infectades no presentan sintomas, conviriiéndose en portadores asinlomaticos

v potenciales wansmisores de esta infeccidn.

La tricomonesis urogenital humana se ha aseciado a distintas complicaciones como
problemas durante la gestacidn o neonatos con bajo peso, partos prematuros, eic
{Coteh, MF. et al, Sex Tramem e 1987, 24, 35323601 Agsimismo, esta IS8
también aumenta e riesgo de desarralio de neoplasia cervical {Vitkki, M. et ab, dova
Omcol 3000, 39, 7175y v de prostata (Swcliffe, S, et al, Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev. 2006, 13, 939-943), asi como ung mayor predisposicidn a la
coinfescitn con otras TS de origen bacteriang, virico, ete. (Schwebke, J R y Burgess,
0., Clin Microbiol Rev 2884, 7, 794-803; Cherpes, T.L. et ab, Sex Trovom D
3006, 33, 747782 Allsworth, LE. et al, Sex. Tranom Dis 2809, 36, T38-744;
bMeClelland, R.5. et al,, & Mfecs Dus 3087, 193, 698.702)
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La tricomonosis se frata preferentements con el nitroheterogicls metronidazel,
introduecido en el mercado hacia 1880, Avtualmente, ef metronidazol v ¢ tinidazol,
ambos-de Ia misma familia de S-niroimidazsles, son los dos Gnicos medicamentos
aceptados por fa Food and Drug Admimistration (FDA) para tratar esta TS (Crowell,
5 AL et al, dwimicrob dgemrs Chemorher, B3, 470 1407-1408) Sin embargo, no

gxisten alternativas  eficaces para aguellos pacientes que  desarrollen  efectos

secundarios, que muesiren hipersensibilidad ¢ en los gue su use contraindivado.
Por otra parie, s¢ estima que aproximadamente ef 5% de los casos diagnosticados de

fricomonosts son causados por un atslado resistente a nittoimidasoles (Vargues, F. et

ce. Microbial Clin 2881, 19, 114-1240

16 al, Ewferm by

Por todo ello, o5 necesaria la blsgueda de alormativas farmacologicas para ¢l
fratarntento de esta enfermedad. En la presente invencidn se proponen 3-aleoxi-2-

algwl-2Hindazoles.

Se¢ ha estudiado la actvidad tricomonigida de cieras  indarolin-3-onas 1,2-

disustituidas {Ibd8er Esoribano, A et al, Mem. fnst. Oowaddo Crar 2013, 707, 637

6431, asl gome Ia de diversos dertvados de S-nttroindazol con estruchwras v patrones

de sustitucidy completaments diferentes de los gque poseen los compuestos objeto de

20 esta invencidn: -alguibndazol3-oles (Marvero-Ponce, Y. et al, Cuwrr. Dvug Discow
Technol 2068, 2, 245-265%; Marrero-Ponce, Y. et al., Sivorg. Med Chem 2086,

S02-6524),  Z-alquilindazol-3-onas,  Swalcexiindazoles, indazoel-deonas 12-

condensadas v 1D -hidrocarhienbis{3-hidroviindazoles) (Marrero-Ponee, Y. et al,

Curr. Drug Discov, Technol 2008, 2, 245-283), v 3-akoxi-l-alquilindazoles {Aran,

ol
[543

W et al, Bicorg Med Chesy 2808, 13 3197-3207). Pero la actividad frente a T
vagisalis de log 3-alcoxi-2-alguilindazoles, objeto de esta Invensitn, no s¢ encuentra

descrita en la Hteratura,

Dercripeion detaliada de la vvencitn

30 Derivados de S-nitroindazol v su uso como agentes antriprotozoarios.
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fa presente invencidn se reflere a dos grupos de compuestos derivados de 5-
aitrotndazel, Boilmente  asequibles, que poseen actividad bioldgica frente g

determinadas protozoens patdgenos.

Un primer aspecto de la invencidn se refiere a dos diferentes tpos de compusstos, de
formulas generales () v {31}, Los compusstos de tipo (1) son S-nitroindazolin-3-onas
L2-disusiituidas v presentan, en general, activided frente a Trypancsoma oruzi,

oy

mientras gue les de tipe {1} son 3J-alcoxi-Z-alquil-ZH-indazoles gque presenian

actividad fremie g Trichomonas vaginalis.

donde R puede sex

- un grupo alguenilo o alguinile de 2-6 dtomos de carbone v con of enlace muiltiple en
{as diversas posiciones posibles; se excluve especificamente g -alil-Z-bencil-3-
nitraindazolinona {compuesto tipe (5] descrita como intenmedio sintdtico en una

patente [Qin, D, et al, (GSK), WORO12162129 AlL

- un grupe polimetilénico de longiud vanable [{THok, n = 1-6} con sustituventes
terminales de tipo Br, OH, COOR (R = H o alguido de 1.5 carbonos), CONR'RY (i
yio B = H o alquile de 1-5 carbonos), ON u OR (R = grupos alquilo o acilo de 1.5

carbones).
~un grupo alcoxicarbonilo con el grupo aleoxilto de 1-5 dtomos de carbono.
- un grupo acilo alifdtico {de 1 a 5 &omos de carbono) v aromdtico (heneotlo o

benzoilo o benzotlos diferentemente sustituidos en las posiciones 2, 3 o 4 con grupos

tales como ¥, O, Br, OH, OR, NHa NG o ON
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~ un grupo sulfonilo alifdtico ¢ aromético,

y X puede ser cualguier sustituyvente de los que pueden encontrarse habitualmente en
las posiciones 2, 3 o 4 de un grupe beneile, tales como grupoes alquile sencillos ©
ramificados de 1.5 &tomos de carhong, grupos tifluorometilo (OFy), atomos de
haldigeno (F, €, B), grupos hidroxile o aleoxile (OH v O B = alguils), grupos
aming primano, secundario o terclario (NHy, NHR, MRy B = alguilo), nitre (NO3) o

ciano (N}

En compuestos de tipo {{}, cuando R = UHCOOH, se excluyen especifigarnente
derivados ¢on dos Stomos de halégeno en ¢l sustituyente bengilico que han sido
gstudiados comeo inhibidores de aldosa reductasa (Malamas, M5, y Millen, 1,7 Med

Chem. 19981, 34, 149215303}

Eruna realivacion mas prefedida, la presente invencidn se refiere 2 un compuesto
[Formula (B3] gue se selecciona de 1a lista siguiente:
EmﬁenciinﬁnﬁitmminpropaygiinE -dihidro-3H-indazol-3-ona {3}
2-Benotb- {2 -bromoetil-S-nitro- 1, Z-dihidre-38-indazol-3-0ona {3}
2-Bencik-1-(3-bromopropil -5 -nitro- 1 2-dibidre-3H-indazol-3-ona {4}
2-Beneil-I-{metoxicarboniDmeti-Snlire- 1.2 -dihidro- 3 H-indazol-3-ona (8}
2-Bengil-t-clanometil-S-nitrg-1,2-dihidro-3 Hindazel-3-ona {6}
2-Beneil-1-[2-{metoxicarboniDetii i Sonitro- 1 2 -dihidre-3 H-indazol-3-ona (T}
2-Benci-1-{3-{ctoxicarhoniljpropil i-S-nitro- 1 2 dibidro-3Handasol-3oona (8}
2-Bencil-1-{2-hidroxietil 1-S-nitro- 1 2-dihidro-3H-indazol-3-ona (9}
2-Bencil-1-{ 3-hidroxipropi-S-nitro-1,2-dihidro-3 Heindazol-3-ona (18}
Z2-Bencih-1-(2-metoxietil-3-nitro- 1, 2-dihidro-3 H-indazol-3-ona {11}
2-Bencil-l-ctoxicarbonil-3-nitro-1 2-dihidro-3H-indazol-3-ona {12}
Z-Bencil-1-benciloxicarbonib-F-nitro-1.2-dihidro-3 Hindazol-3-ona {13}
P-Acetil2-bencil-S-nitre-1,2-dibidro-3 H-indazol-3-ona (14}

2-<Bencil-1-benzoil-S-nitre-1 2-dikidro-3 #H-indazol-3-ona (18}
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2-Benoil-S-nitro-1-tosil- 1. 2-dibdro- 3 H-indazol-3-ang (16)
2-Benci-S-nitrg-1-vinii- 1. 2-dithidro-3fH-indazol-3-ona {24}
2-Bencib-1-{2-carboxietiil-S-nitro- |, 2-dihidro-38H-indarol-3-ona {28}
2-Bengil-1-(3-carboxigropiby-S-nitro- 1, 2-dihidro-3H-indazol-2-ona {26)
2-Bengib-1-{3-carbamotlpropili-§-nitre-1, 2-dibidre-3 H-indazol-3-ona {27
Z-Bencil- - 3-{metilcarbamoilipropil]-S-nitro-1, 2-dikidro- 3 indazal-3-ona (38}
2-Bencil-1-[3-{dimetikearbamoiljpropil]-Sntirg- 1 2-ditudro-3 Hindazol-3-ong (293
2-Bencil-1-{3-etoxipropii}-S-nitre-1 2-dihidre-3H indazol-3-ona {34)

t-{2-Acetoxietl-2-heneil-S-witro~1, 2-dihidro-3 H-indazol-3-ona {31}

o sus solvatos o profirmacos.

En ofra realizacion mas preferida, la presente invencidm se refiere a un compaesto

{Formula (81} gue se selsceiona de la lsta siguiente:

2-Beneil-3-Z-bromoetoki W Sonitro- 2 Hmndazel (179}
2-Beneth-3-{3-bromopropoxi S-nitro«2 H-indazol {18}
2-Bencil-3-{metoxicarhonil imetoxi-S-nitro-2H-indazol {19}
F-BeneihA-2-{metogicarbonibDetoi - S-nitra- 2 indazol (28}
2-Beneil-3-{2-hidroxictoxi}-S-nitro-3H-indazel {21}
2-Beneil-3-(3-hidraxipropoxi)y-S-nitro-2 Hndarol (22)

Z-Beneib 3 Z-metoxictoxi +Sanitro-2H-indarnl {33}

o sus solvatos o profarmacos,

En un tercer aspecto, 1a presente invencidn se refiere al procedimiento de obtencidn de
un compuesto de Brmula general () o (11} como consecuencia del cardcier tautdmero
de Ia S-nitroindazolin-3-ona {1} algunos de estos compuestos se obtienen a g veg al
hacer reacgionar ol producio de partida bajo condiciones diversay con agemes
alpuilantes, acilantes o sulfonilantes apropiados, tal come se muestra en el Hsquema 1.
A panir de la forma teutdmera 1a (forma “indazolin-3-oma™} se oblienen los

compuestos de frmula general (1), mientras gue la forma tautdmera §h (fonna
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hidroxi-2MH-indazol) conduce a3 los compuestos de frmula general (1), Las

condiciones concrelas para cada reaccidn dependen de los reactivos alquilantes,

.

acilantes o suifonilantes concretos, tal como se deseribe en los giemplos la-f

SAasinsinanasnanse

o B RS 17-23
i

3

Esguema 1. Ruta siniética para la preparacion de los compuesios 2-16 fupo (i v }

23 [tipo (B0 & paetiy de Ja 2-bencib-S-nitroindazolinona 1ab.

Un cuarto aspecto esté relacionade con la preparacitn de ofros compuestos de frmula
general (1} por transformacidn guimica de las cadenas en posicion | de los productos
anteriores  resullantes de la  alguilacidn,  withzando  procedimmientos  variados
{deshidrohalogenacidn, hidrélisis o amindlisis de &steres, eterificacion de haluros de

alguilo o acilacion de alcoholes), tal como se muestra en ¢l Esquema 2.
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Compussio R Compuasto %
3 (CHALBr e 38 CHSOH,
7 CHLOO0Me —e 28 [CHLOGOH
B (CHLCOOE! —ee 28 [OHLCO0H
B (CHLOO0E! w37 [OHLCONH,
8 OHLCODEL i 28 [CH 1L CONHMe
26 CHLCO0H — 28 [, DONMa,
4 i LT R )
3 [CHglaOH - 3 [CH0A

Feguema 2. Rutas sintéticas para fa preparacion de los compuestos 24-31 {tpo (I}l a

partir de los compuestos 3, 4, 7-9 v 26 [upo (I}

Un guinto aspecto de esta invencion se rehiere al uso de un compuesio de formula
general (1) o (M) para la claboracidn de un medicamento para e tatamiento de
enfermedades causadas por protosoos patagenos de las familias Trypanosamatidae
{Trypancsama,  Leishmania) v Trichomonadidae {Trichomongs), preteriblemente
{ripanosomiasis americana {enfermedad de Chagas) v ticomonosis, causadas por los

~

pardsitos T orazi vy T vaginalls, respectivamente,

3

I sexto aspecto de la presente invencion se refiere a una composicidn farmacéutica

fed

que comprenda un compuesto de Rrmula general (1) o (B8} v, al menos, un excipiente

e

farmsacduticamente acepiable {adyuvantes o veldoulps farmacduticos aceptables);

opcionalmente dicha composicion puede contener tambidn ofros principios actives.



WO 2017/072374 PCT/ES2016/000119

LAY

i

o
[

Bode de realizacidn de Ia invencidn
La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ¢iemplos, los

cuales no pretenden ser Hmitatives de su alcance.

EJEMPLG 1. Preparacidn de los compussios 2-16 {tips (1)} v 17-23 {tipe {ii}{ a
pariir de §a 2-beneil-S-nitroindazolingna 1.

Los compuestos recogidos en fa Tabla 1 se obtuvieron mediante la alguilacion,
aleoxicarbonilacion, acilacidn o sulfonilacicon de la 2-bencil-S-nitroindazolin-3-ona 1

con los reactivas reguenidos, gue se mencionan en cada Caso conereto.

Tabla 1. Compuestos preparados vy estudiados,

Campussio R Caompuesio R
2 CHLOECH 14 As
3 .47 ECH 18 18 Bz
4 18 [CH, 1, Br 18 Ts
5 19 CH,COOMe 24 OH=CH,
& CHLON 25 [CHLGO0H
7. 20 {CH,LCO0Ms 28 [OH,000H
B (oML LOO0ES 27 {CH,L.CONH,
& 2 {CH, 1O 2% {CHLCOMNHMe
10, 22 (O OR 28 (O] CONMs,
11, 23 ICH,OMe kit (Gl OES
12 COOES 3 [CHLLOA
13 COGEN

Las reacciones de alguilacion cosducen por lo gemeral a wmeclas de las

correspondientes indazolin-3-onas 1,2-disustituidas {2-11; compuestos tipe (1)} v de
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fos 3-aleoxi-Zealquil-2H-indazeles {37-23; compuesios apo {8 estos dltimos

compuestos son generalmente prcu;iucms minoritarios de reacciton que en algunos

casos no fueron aislados (Wega, MO et al, 8o J Med Chem, 2812, 58, 214237
Muehas de las reacciones de alguilacién se Hevaron a cabo en KOOV UME 2 180 °C.

S Sin embargo, la reaceidn de propargilacidn gue conduce al compuesto 2 dio mejores
resultados utilizando Ko005 en acelona a refluje, v Ia alguiiacion del compuesio § con
bromoaceiate de metilo o bromoacetoniinilo para conducir a los compuestos §/1% v 6,
respectivamente. se Hevo a cabo wtilizando bicarbonato sddico en acetona a 35 °C. Por
otra parte, durante la alguilacion del compuesto § a los derivados %238 con 3-

§

bromopropionato de metile en DMYE a 100 °C se observd intersa deshidrogenacion de

rra

egte tltimo a acrilato de menile; mejores resuliados se obtuvieren Hevando a cabo la
reaceion con KaUOy en wlueno/agua utihizando catdlisis de transferencia de fase; sin
embargo, tambidn se obtuvieron notables cantidades del comespondiente acido 28,

procedenie de la hidrodisis ded resto éster del compuesto 7 en las condiciones basicas

[

utilizadas.

Por ofra parte, o tratamiente del compueste § con los cloroformiatos de alquilo
requeridos o con los correspondientes cloruros de acile o sulfonilo en piridina
proporgiond fas -aleoxicarhonil (12, 133 Lbenzoil (18) o Paosilindazolinona {16)
20 deseadas. El t-acetil derivade 14 fue obienido por tratamiento de 1 con anhidnido
acético en pindina. De acuerdo con algunos resultados publicados con antertoridad, en
estos proceses sdlo pudicron ser aislados los corvespondientes dertvados 12-
disustituidos {Baiocoht, L. et gk, Symhesis 1978, 633-848),

-

feroxicarbontlipropil (8), I-hidvoxienii (928, 3-

=

25 Ejemple fg. Preparacion de los 3~

hidvoxipropil (3822} v J-metoxietil (11733} derivados. Urna mezcla agitada de la 2-

y g

bencilindazolimona de partida 1 (1,00 g, 3,71 mumel), of bromure requende (4,80
mmel) v KaCO: (8,55 g, 4,00 mmol) en DMF (20 mb) se calentd a 180 °C hasta la

3

finalizacion de la reaccion [CCF; 12 h {para 11723 12 b seguidas de {-3 adiciones de

g

L]

cantidades adicionales del bromuro requeride (83 mmol} vy, sventualmente, s1 es
necesario, base (0.3 mmol) cada & h {para ¥, 921 v 322 La mescla se evapord a

sequedad v, despuds de la adicidn de agua (200 mbL), se extrajo con CHOL (3 x 30
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wh) La fase clorofrmica concentrada se aplicd a una colurna de cromatogralia gue

¢ ¢oluyd con mezclas de clorsformosscetona {5kl a 25:1) {para 8 y 11723} o con las
mismas mezelas (11 a 3:1) v & continuacidn cloroformo/metancl (8011 & 251} (para
9721 v 18/22). En todos los cases, los J-alcoxi-2-bencil-2H-indazoles {21-23) eluyeron
en primer lugar, seguidos por 1as correspondientes Z-bencilindazobinonas f-sustitidas

{B-11}

2-Bencils 1§ I-fesoxicarbonillpropil | -Snitra- i, 2-difidro-3H-indazol-3-ona {8
Rendimiento: 1,00 g (7094}, Aceite gue solidifica con el tiempo; pf $1-33 *C. 'H RMN
P300 MHz, (CEnhSOL ¢ €52 (d. = 2,1 He, 1H 4-Hy, 838 (dd, =88, 2,1 He, TH,
a4, 762 {d. J = 80 He, TH, T-HY 725 (my SH, H aromat Ba) 5,19 (s, 2H, CHs
Bnj, 4,06 (t, = 7.2 Hg, ZH, 1"-H), 3,99 {0, J = 70 He, UHp B, 2230 (L F= 72 He,
2H, 3-H, BS3 Gm, 2M. 2-HL LI L = 70 Hez, CHapn PO RMN {75 MHz
{(CEnRSOL & 172,00 (C47), 160,88 (C-3), 148,536 {C-Tay, 141,32 (0-5), 136,11 {0
By, 128,70 (C-3, -5 B, 12781 {04 Ba), 12726 (U2, -6 Bn), 12719 (0-6), 120,54
(C-4), 115,62 (C-3a), 11188 (O-7), 5989 (UHy Er), 4586 (C-17y, 4470 (CH: Bny,
30,11 {C-37y, 21,40 (0227 14,00 (CH), BM (B8 mvy (%) 789 (29) ({2M+Naj™,
FoT 64y (3MHTTY 406 (37 (MNalT)y 384 100y ((M+HT). Anal. csle. para
CooHaNaQs (383,400 © 62,65, H 5,52, N 10,96, Encontrade: € 62,80, H 572 N
L

FeBenpild ¢ 2 Ridroxieril Sonitro- L 2-gibidve-JH-Indored-3-oma ¢8 Rendimdento:
(.91 {%0) PYI37-139°C (2-PrOH). 'H RMN {300 MHz, {Ci}m%&}} d&4%¢8, =
2.0 Hz, TH, &-H, 831 (dd. /= 9,3, 2.1 He, TH, &-H), 760 (d, J = 93 He, 1H, 7.H),
7,28 (m, 3H) v 7,20 {m, 2H} (H aromat Bn), 5,20 {5, 3H, CH: an 473 ¢ 5= 581 He,
IH, O 4,12 {4 J = 4,9 He, 2H, U-HY, 3,45 (m, 2H, 2-H)y BC RMN {75 MHz,
(T R8O & 160,88 (C-3y, 14923 (C-Ta), 140,66 (U-5), 136,15 (C-1 Bay, 12872 (C-
3, -5 Ba), 122,78 (C-4 Bay, 127,20 (C-2, ~6 Br), 12643 (Con), 120258 (04}, 114,65
(C-3a), 112,42 {(C-7), 38,30 (C-27), 49,17 (U-17), 44.78 (CHy Ba) EM B w56
ITICEO0 (M), 282 {113, 236 (6) 192 {11), 177 ¢9), 182 {5}, 146 (B}, 131 (11 1
(7). Andl. cale. para CeHisNaOg (313,311 € 61,34 H 483 N 13,41, Encontrade: €

61,57, H 4,69 N 13,68,
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2eBencil-I-(3-hidroxipropili-S-niiro- 2-dibidro-IH-indozol-3-ong (18}, Rendinnenio:
0,58 g (48%) PP 141143 °C (2-PrOH) 'H RMN [300 MHz, (CDaRR0L 8§52, J=
2,4 He, TH, 4-Hy B36 (dd, 5= 93, 2.4 He, TH, &HY), 7,82 (4, JF =83 He, TH, 7-H),
7,26 (m, SH, H aromat. Ba), 5,18 (s, ZH, UH; B}, 4,58 (L= 4.8 Hz, TH. OH), 4.09
(= T0 Ha, 2H, 1"-H} 3,23 {m, 2H, 3’*}{}, 1,45 (m, 2H, 2°-Hy; PC RMN [75 MHz,
{CEpSOL & 160,88 (U-3), 148,64 {{-7a), 1419 (O8N 136,12 (C-1 Bn), 128,71 (-
3, -5 Bo), 12781 (4 By, 12724 {C-2, -6 Ba), 127,05 (C-0), 12047 (C-4), 11548
{Ce3ay, VILET (OWT), 5750 (C-37), 44,77 (CH; Ba), 44,08 (0.1 29,26 {027y EM
(B8 pvr (36) 350 (40) ({MNa]™, 328 08 (M-HTY. Andl. cale. pardi N,
32733 C 62,38, H 533, N 12,84, Encondrade: € 64,1 HEST N 13

2eBencile i demetoxivsili-Sonitra-d 2-difidro-3Hindazol-Joona {84}, Rendimiento:
0,78 g (84546), PETTE-118 °C (2-PrOH) 'H RMN [300 MHz, (CO:RSOE 4850, 7=
2,0 He, TH, 4-H), 832 ¢dd. J =93, 2,1 He, 1H, o-H), 7,62 (d. J= 93 Hz, 1H, 7.H},
7,25 ¢m, 5H. H aromat. Bn), 5,18 (s, 2H, CH: Bn), 4,23 (1, J= 5,0 He, 2H, 1"-H), 3,35
(4,4 = 5,0 He, 2H, 27-Hy 2,98 (s, 3H, CHap PO RMN {78 MHe (CDn:801 6 161,10
{C-3), 149,54 (C-Ta), 141,05 (G-5), 13613 (O-1 By, 128,76 (C-3, -5 By, 127,86 (&
4 Bn), 13727 (022, -6 Boy, 126,73 {C-6), 120,35 (T4}, 114,92 (Co3a), 11243 (0T,
08,82 (0-27), 58,15 (UHR), 47,67 (U-17), 4484 \LH By EM ) avz 36 327 (10
(MY, 282 (215, 250 ¢4), 236 {4y, 208 (), 17T (8 131 {7y 103 (4) Anall cale. para
CoMHpMNaGy (37330 C 62,38, H 523 N 1284, Encontrade: € 82,87, H 537, N

12,57

2-Bencil-3-¢ 2-hidvoxietoxip=S-nitro-2H-indazol (31} Rendimienmar §21 g (18%), Pt
167169 °0 {2-PrOH), *H RMN [300 MHz, (CIniESOL J 830 (d, J= 2,1 He, 1H, 4-
Hy, 790 {dd, F=9,6, 2,1 Ha, TH &-H 753 6d, J= 96 Hel THL 7-HL 731 (m  SHUH
aromat. Bny, 5,50 {5, 2H, CHy Bay, 5,16 {0 7 = 5.5 He, OH), 472 ¢ = 4.8 He, 2H,|
PP-H), 3,81 (. 2H, 2°-Hy MO RMN {75 MHz, (ORS8O 8 149,99 (0-3), 146,92 (C-

Fay, 140,19 (C-8), 135,93 (C-1 B}, 128,61 (C.3, -5 By, 128,01 (G2, -6 Ba), 127,88
(C-4 Brl, 120,86 {C-4), 11991 (Ca8), TIE0Y (CWF), 105,33 (C-3a), 7643 (U1}
977 {C-2°), 51,49 (CHa Bryy BEM (B s (88 313 (3007 (M7, 269 {58), 2582 (14},

(o 4
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2220, 101 (41, 184 {7y, 149 (4), 103 (14) Andl cale. para O eHeNG G133 C
61,34 H 4,83 N 13,41, Encontrade: C 61,49 H 5,97, N 13565
2eBencile3-¢I-bidroxipropoxi)-J-nitro-2H-indozal (221 Rendimienior 0,12 ¢ (18%)
PEI224124 90 (2-PrOHL TH RMN {300 MMz (CDpSOL 6 8.88 ¢d, 7= 2,1 He, 1H,
4-Hy, 790 (dd, F= 96, 2,1 He, TH, &My, 7,533 (4, JF =96 He, TH, 7-H), 7,32 {m, §H,
H aromat. Bn), 544 (s, 2H, CH; B, 480 (6, S = 6,1 He, 2H, 1-H)L 4868 (L, F =52
Ha FH, O, 3,60 (o, 2H, T-HD), 1,97 {my, 28, 27-HD): PC RMN {73 MHe, (CDnySOL
& 149,82 (O-3), 146,84 (U-Ta), 140,14 (T-5), 135,81 {C-1 Bm), 128,64 (C-3, -5 Bay,
16 12790 (-4 Br), 12782 (-2, -6 Ba), 121,00 {4}, Ei?,% (C-63, 118,62 (-1,
104,94 (C-3ay, TLIS{C-1), 36,75 (C-37), 531,64 (TH: Bay, 32,36 (G2 EM (B8,
sy (M%) 350 27y ({MNal™y, 328 (100) (IMsHDY Andll cale. pars CoHa NGOy
{32733 C82.38; H 5.23; N 12,84, Encontrade: © 62,09 H 5,520 N 13,09

Lo

15 2-fencil-3-Q-metoxietoxii-S-nitvo-ZH-indazol {23} Rendimiento: §,39 g (33%) Pf

1019-111 °C (2-PrOHY. 'H RMN [300 MHz, (CD1)»S01 4 §.88 (d, 7= 2,1 Hz, 1H, 4-
HY, 7,90 ¢dd, F= 9.6, 2,1 He, THL 6-H), 753 (d 0 = 90 He, TH, 7-H), 730 (m, 34, H
aromat. Ba), 345 (5, 2H, UH: Be), 4,82 {m, 2H, "-H), 3,74 {m, 2H, 27-H), 332 (s,
3H, CHyl PC RMN [75 Mz (CInnSOL 6 148,70 (C-3), 146,89 {C-Ta), 140,28 (C-
53 135,82 (-1 Bn), 128,62 {C-3, -5 Bn), 127,91 {C-2, -4, -6 Bny, 120,78 (04,
11992 (C-8), 1IE.0T7 (C.7), 105,368 (C-3a), 73,70 (0.7, 7038 (G270, 58,22 (UHy,
51,61 {CHy Bk EM (}:s iz (%) 32T (108) (M7, 269 {"?}, 252 {4}, 222 (8, 191 4y,
164 (T, 149 (4}, 103 {13}, Ansl cale pava CnHeM G 32733 C 8238 H 525 N
12,84 Encontrado: {62,588, H4.87, N 12.63

Ejemplo 16, Freparacicn del propargdl derivado 2 Una mezela sgitada de la 2-
benetlindazolinona 1 (1,00 g, 3,71 wmol}, bromure de propargiio (88% en peso en
tohueno) (4,00 mmoly v KoOOy (8,55 g, 4,00 mmol) en acetona {38 mL) se refluyd
dorante 12 b La meecla se evap@rﬁs a sequedad v, despuds de la adicidn de agua (200
4 b se extrajo con CHOL (3 x 50 mL). La fase clovofSomica concentrada se aplicda
una columna de c;‘@mamgrﬁﬁa gue se eluyd con merclas de cloroformefacetona (301

a 31 1) para proporcionar el compuesio £,
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2-Bencil-J-nitro-{~propargil-{ I-dibidro-3Hindazol-3-ona (2. Rendimtento: 0,62 g
(54%). PEI63-165 o0 (E1OH) TH RMN 300 MHz, (CDapS0)E 6 8,52 (4 J= 2,1 He,
TH, 4-Hy, 8,47 (dd, F =90, 2,1 He, TH, 8-H), 788 {d, .7 = 9,0 He, 1H, 7-H), 727 {m,
SH, H avomsdt. Ba), 5,12 €8, 2H, CHy By, 496 (4 7= 2,1 He, 2H, U-H) 316 4 0=
2.0 He, 1H, 37-H); PO RMN {75 MHz, (CDqnS0TL & 161,48 (C-3), 151,81 (C-Ta),
14371 {C-8), 136,00 (€~ Bn), 128,56 (C-3, -5 Bn), 127.754¢C~4 Bn), 12760(C-6 vy
-2, -6 Bnl, 11989 (C-4y, TIR.TT (C-3a), 11402 (C-7), 78,38 (C-27), 75,83 {C-37),
44,69 {(CHo Bay, 38,52 (C-1) BEM {IEY me (9) 307 (108 (M), 268 {13, 249 (5),
230 {3), 203 ¢4y, 128 {5y, 115 ¢4y 103 (1) Anall cale. para CoHeah0: (30730 C
66,44, H 4,26; N 13,67, Encontrado: C 6658 H 4,47; N 13,534,

Ejemplo fo. Preporacion de los 2-bromoeni! (3737} v 3-bromapropil {418} devivados.
Una mercla agitada de {a 2-beneilindazolinona de partida 1 (2,88 g, 7.43 mmaoly, ¢
i eo-dibromoaleans requenido (40,00 mmol) v KoUGy (1,18 g, £.00 muned) en DMF
{3

de la adicion de agua (200 mb), se extrajo con CHOR (3 x 30 mby La fase orgdnica se

’Js

O mi}se calentd a 100 °C durante 3 h La mercls se evapord a sequedad vy, despuds

seee (MBSO, se concentrd v 3¢ aplivd a una eolumna de cromatografia que se shayd
con mezelas de cloroformedacetona (38:da 25:1).

A partir de 1,2-dibromoetans se obtuvieron, en este onden de elucidn, ¢l indazol 2,3~
disustituido 17, e Tovinilindarol 24 {70 myg (3348 v la indazolinona 1.2-disustituida 3
Anitlogamente, a partir de 1 3-dibvomopropans, se obtuvieron el correspondienie

indarol 2 3-disustituido 18 v {a indazolinona 1, 2-disustituida 4

2-Bencil- 1 2-bromaetil}-S-nitva-1, 2-dilbidro-3H-indazol-3-ome (3L Rendimienio
1,20 g (43%), PEE72-174 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz, (UDihSOL 4 882 {d, J =
2.4 He, HL 4-H), 8,37 qdd, =90, 2.4 He, TH, 6-H), 7,75 (d, /=90 Ha, TH, T-H),
726 (m, 5H, H aromét Bo), S,19 ¢, 2H, CHy Bn), 4533 (L, I 63 He, ZH V-HL 3.5

i1, = 8.3 He, 3H, 2-H)y PO RMN 78 MHz, (UDRSOT & 18138 (C-)), 14928 (-
Ta), 141,46 (C-53, 135,85 {C-1 B}, 12875 (C-3, -5 Bn), 12787 (C-4 By, 127,26 (T
2, -6 Bnl 127,02 (C-6), 120,36 (C4), 11543 (C-3g), 112,59 {Cn’.?}q 47,67 {iﬁl»i"},
45,33 (CH: Boy 2917 (G2 EM (1B e (96) 377 (89) {(IM+27
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361 (3), 359 (), 347 (7). 345 (7), 256 (9), 254 (9), 192 (&), 177 (9), 164 {9), 145 (8),
131 {17y, 103 {(36). Anal cale. para CiaHpBeNaOy (376,20 € 5108, H 378 N
11,17, Bncontrado: © 546,90, H 3,659, N 1144

Z~Beacid-1-{I-bromopropii}-Senitro-d, 2-dihidro-IR-indazol-3-ong {4). Rendimiento:
3,90 g (318 PY1T1-113 °C (2-PrOH). TH RMN {300 MHz, {i’:Dg}zSG}: S852{d, =
2.5 He, TH, 4-Hy, 839 {dd, .F= 81, 2,5 Hz, 1H, &H), 765 (d, J= 9,1 Hz, 1H, T-H},
7,28 {m. 5H, H aroméat. Br), 5,18 6, 2H. CHa Bn), 4,14 (0, = 7.3 He, 3H P-HL 3,36
{i, & = 6,6 He, ZH. 3-H), L3O {m, 2H, 2%H); PC RMN {75 MHz, (TS8O0 8
160,98 (C-3), 148,73 (C-Ta), 141,52 (O-5), 136,061 (C-1 Ba), 12872 (053, -5 Bny,
12784 {4 Bnd, 12727 (U6 y -2, -0 B}, 120,48 (-4}, 11587 (C-38), 112,02 {C-
Ty, 45,52 {C-17), 44,89 (U, B, 30,81 (C-37), 29,19 {(C-27) BEM (dEy mi (96 391
{98) {(IM=217), 389 {i@i‘:} {IMTD, 361 {4), 359 {4y, 345 (&), 314 {&), 312 (&), 282 {1y,

P92 (27, 149 25, 16 (21, 131 (25 103 {26), Anal cale. para CoHieBrNiy
(390230 O 82,32 H 4,13 N 177, Encontrade: U 3238 H 4,17 N 14,73

2-Bencil-3-{2-brompetoxil-Snitro-dHindazol (17} Rendimientn: §,84 g {30%4), Pf
140-142 °C (2-PrOH) 'H RMN 1300 MHz, (CI:LSOL 8,88 (d, /= 2,1 Ha, 1H, 4-
HY 790 (dd, = 9,6, 2,1 He, TH, &H)y, 756 =86 Hz, 1H, T-H), 7,32 {m, SH. H
aromdl, Ba), 550 ¢, 2H. CHp Ba), 5,08 (an, 2HL U-HL 3,93 {m, 2H, 27-H); BC RMN
{73 MHz, ({ChhhSOT & 148381 {C-3), 146,86 (O-Ta), 140,46 (U-5), 135
{28,863 (C-3, -5 Bn), 12803 (-2, -6 Bay, 127,97 (T4 Baj, 120,56 (C-4), 11997 ({-
&y, iR, 16 {{T‘-?}, 108,33 (C-3ay, 73,84 {C-17), SLBO(CH Bry, 3141 {027y EMIEY
sz (99 37T (SO (M1, 378 (81 (MW7), 268 (31}, 252 (58), 222 (10}, 199 (65, 197
(67Y, 181 {47y 164 (14y, 149 (), 117 (51, 109 (97), 107 {198}, Andl cale. para
CraHBeNaGy (376,200 € 3108, H 3,75, N 117 Encontrado: € 3081, H 3TN
147,

5,65 (C-1 B,

2-Beneil-3-(3-bromopropoxi)-3-nitre- 2H-indazel (18} Rendimiento: 8,84 g (8% P
124-126 °C (2-BrOH). 'H RMNE {300 MHz (CDnnSOL 4 B8 {d, =24 He 1H &
Hi, 7.90 {dd, /= 9.8, 2.4 He, 1H, 6-H) 754 (d, J =96 He, THL 7T-HL 731 Om, BHUH
aromdt. Br), 5,47 (s, 2H, CH: Bn), 4,82 (1L J = 58 He, 2H, -HYL 3,66 {8, J= 4.6 Hs,
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L), 2,35 (m 2H, 2-H) PO RMN (75 MHz, (CDheROL & 14937 (C-3),
146,81 (C-7a), 140,28 (C-5), 135,82 (C-1 By, 128.63 (C-3, -5 Bn), 127.88 (C-4 Ba),
127,74 (C-2, -6 Bn), 120,76 (C-4), 119,91 (0-6), 11809 (C-7), 104,92 (C-3a), 71,75
(0-17%, 51,76 (CHy Ba), 32,00 (C-2°) 30,51 (C-3°) EM (IE) mt (34) 391 (99)
AME2TY, 389 (160) (M), 280 (7), 269 (98}, 282 (41, 227 (12), 191 38y, 164 {14y,
123 48), 121 (304 103 Q7). Andl eale para CroHieBrNsOs €390,23y € 52,32 H

413N 1077 Encontrade: € 82,58 H 4,36 N 1057

Flempin 1d. Preparacidn de foy fmeiovicarbonillmeii derivados 589 sanomeid

9

derivado & Una mezcla agitada de la 2-bencilindazolinona 1 (100 g, 3,71

mimet),
bromoeacetaie de metilo o bromoacetonitrilo (4,5 mmel) vy NaHCOOy (642 g, 5,00
muned) en acetona (30 ml) se calenté a 35 °C durante § dias. La mezcla se evapord a
seguedad v, despues de Iz adicidn de agua (80 ml), el séhdo precipitado se recogio
por fikeecion. Para los compusstes 39, ef sélido filtrado se lavd con acetona (2 x §
mbL} proporcionande el compuesto § pure {1,083 g El filirade se concenird a
sequedad, se disolvid en cloroformo v comatografid en una columna gue se eluyd con
cloveforme v una mezela de cloroformo/acetona (3011} para dar, siguiende este orden
de elucidn, o compuesto 19 [04 g (3%9%)] v luego una cantidad adicional del
compuesto § [rendimnento total: 118 g (83%3].

Para el compuesto 6, ef solide filirado se cromatogratid dirsctamente con mezclas de
cloroformofacetona {$0:1 a 3:1) para proporcionar ¢l l-cianometil derivado puro

(0,84 g (TI9)L.

EBenetl I fmesoxicarbonilimetil-Sonitra- 1. 2-dikidro-FH-fadacol-3-ona 15} Los
eristales {(2-PrOH) de este compuesto reblandecen a 130-170 °C; a continuacion ¢
mrodugto vaelve a solidificar mostrando un pf p@sterior a 195197 °C. 'H BMN {300
Wi (CnSOR S 854 (d, /= 4,1 He, TH, 4-H), 840 {(ad, J= 93, 21 He, 1H. 6-H),
TETE = 93 He, TH, THY 727 (m, 3HOH aromadt. Ba), 5,18 {5, 2H, CH; Bay, 5.0%
(s, 2H, PRHD, 3,47 (s, 3H, CHak BU RMN {75 MHz, (CD:RSOL 8 187237 (O,
160,83 (C-3), 130,13 (CWTa), 140,79 (OW5) 135,94 (-1 Bn), 12835 (-3, -5 Bny,
127,72 €C-4 Bn), 127,45 (C-2, <6 B, 12730 {Cu8), 120,10 (C4), 11838 ((3a),
PIZ,000C-T), 52,00 (UH 47,77 (Co1), 4487 (OH: By BEM ES™ Y e (363 705 23)
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{20 \td} 3, 0RF (25 ([2MHD, 364 34y (IMaNal™y, 342 (100 (IM+HT). Anél
cale. p vHNOs (341,33% € 3982, H 4,43, N 12,31, Encontrado: € 60,11 H
7 N 12,58

2-Benoil-lcignometil-Sonivro-§ 2dibideo-3Hindazol-3-ona 18, PP 146-148 °C (-
PrOH). 'H RMN [300 MHz, (CDuRp30E S 8,57 (m, 2H. 4-, 6-H), 7.89 , J = 9.9 He,
TH, 7<Hy 7.27 6m, SH, H aromat Bnj, 5,43 {5, JH, NH), 5,17 (s 2H, CHy 8oy 0
RMN {73 MHz, {CD3S01 8 161868 (C-3), 1S1,38(C-Ta), 144,08 (C-5), 135,71 {4
By, 128,66 (C-3, -5 Ba), 12848 (G-, 12792 {04 E:%n}, 127,66 (U-2, -6 Bay, 12014
{C-4), 119,18 {C-3a), 11423 {C-7), 11404 (C-2'y, 4513 {CH: Ba), 38.00 (0~ BEM
(Y e (%) 308 (87) (M), 231 (100, 264 (3), 251 (43 234 4y, 231 (5, 175 (14,
149 {6y, 131 (5}, 128 (5, 103 {191 Andl cale para O HiaNeD; GOB24n C 6233 H
3,92, N 18,17, Encontrado: © 6345 H 372, N 18,01,

2-Bencil-3-imetoxicarbonilimetoxi-5-nitro-2H-indazol (19, L9496 °C (2-PrH). 'H
RMN [3G0 MHe, (Cln ‘~*~si}J & B3 (d, J =22 He, TH, 4-H), 7.9 {dd, F=948, 2,2
Hez, TH, 6}, 7,87 {d, =96 Hz, TH, THy, 7.33 (m, SH, H aromat. Bal, 5,54 (3, 2H,
CHe Bnb, 5,49 (s, 2H 1-HL 3,74 (s, 3H, CHay PO NMR {75 MHz, (COinSOL 4
68,38 (C-27), METT (C-3), 146,80 (-7, 140,36 {C-5), 135,83 (-1 Bn), 128,58
{C-3, -5 Bmy, 12787 (-2, -4, -6 Bao), 120,15 {C-4), 119,88 {C-6), I8RO0 (-7,
FOE.1S (C-3a), 69,82 (C-17), 52,22 (UHy), SLB4 (CH: Bk BEM {IE: mfz &%) 31
{R00y (7Y, 325 (1), 282 (2}, 268 (16), 252 (23, 236 (2), 222 (23, 191 (2}, 164 (2}, 143

{3}, Andl. cale. para CpHisMN0s (361,320 € 3882 H 4,43; N 12,31 Encontrade: €
5953 H487, N 12,57

Ejemplo e Pr’epﬂzmeién de fos 2-{metoxicarboriljent! devivadoy 20 v del 2-
carfoxieiil derivade 35, a solucidn agitada de la 2-bencilindazolinona § (1,00 g,
3,71 mmoly, KC0: (1,38 g, 10,00 wmol} v bromaro de benciliributiamaonio {010 g)
en una mezcla de agua (20 mL) v tolueno (20 mL) se calentd a 100 °C durante 38 min
y, a continuacidn, se aftadié 3-bromopropionate de metilo (084 g, 503 mmel}.
Cantidades gdicionales de 3-bromopropionato de mettdo ca. W0 x 835 g v

eventualmente, s fuera necesarie, KoUOs para mantener ¢l pH basico, se fueron
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afadiendo duvante 2 dias cada 5-10 b La mescla de reacoitn se deid sloanzar la
temperatura ambiente v luego se separd la fase de tolueno, se seod (MgSQOs) v se
evapord & sequedad. Bl residuo obtenido se sometid a eromatografia en una columna
usando mezelas de cloroforme/acetona (30:1 a 11} para dar, siguiendo este orden de
slucitn, el compuesto 28 {0,185 g (1130 v luego o compuesto 7 {3,536 g (42%)].

La fase acuosa restante se acidificd con HOY acwose cone. {pH 1} v ¢l sélido
precipitado se recogld por filacidn, se seed vy ose aplied a una columna de
gromatografia que se eluyd primero con cloroformoe/metaned (30:1 a 11} v luego con
cloroformo/metanol {131) contenendo Soido aodiico {0.5%), para obiener, en aste

orden de clucion, la indazolinena de panida 1 recuperada (0,07 g

dcido 28 [0,33 g (26%%)L

{7343 v despuds el

2-Bencil-1-{ 2-tmetoxicarbonillesil-S-nivo-{, J-dihidro-3H-indazol-3-oma (73 P27
129 °C (2-PrOH). 'H RMN 300 MHz, (CDhnS0) 8§ 8,50 {d. 7= 2,1 Hz, TH, 4-H),
827 (dd, J =90, 2,1 Hz, 1H, &-H), 768 (4, J = 9.0 He, I1H, 7-H), 7,25 {m, SH, H
aromat. Bn ), 5,16 {5, 2H, OHs Bn}ﬁ 4,320, = 8,5 He, 2H, T-H), 343 {5, 3H OHy,
236 (6 = 6,5 He, 21, 20-HY PO RMN [75 M, (CDanSOL 8 170,82 (G-, 181,31
{0-3) 149,04 (CoTa), 141,68 (C-8), 138,02 {01 Bny, 128,71 (03, -5 Bry, 127,82 (O
4 Bn), 12728 {C-2, -6 Bn}, 137,17 (U6, 120.29(C-4), 116,25 (C-3ay, 11202 (-7
ST48 (UHy) 4454 (CH) Ba), 42,98 (G, 3030 (C-2'y EM E): nv'e (86) 355 (100
(MTy, 282 (5), 278 {8y 1FT (5), 131 {8y 103 (8). Anal cale. para CusHuNalys
{35534 O 60,84 H4.82; N 11,83 Encontrado: C60,7T H 49N 1L ET

2eBencilsds{ 2-pmetaxicarboniligioi{-S-aive-IH-Indazel (283 Ff 130-132 °C {2
BrOH). TH BMN [300 MHz, (CD:RSOT 8 390 (d, J= 2,1 He, TH 4-H), 701 {dd, J=
98, 2,0 He, THL 6-H), 7,35 (d, F = 9.6 He, TH, 7-H) 738 (m, SH Haroma, Bay, 542
{s, 2& CHQ Ba), 450, J= 5,7 He, BH, V-H), 3064 (5, 3H CHs), 293 4, 5 5,7 Hey
2-HY PO RMN {75 MHz, (CDanSOE 8 ITO83 {C-37), 14922 (0.3}, 65 (O s

140,42 (C-5), 135,69 (C-1 Bn), 128,81 (03, -5 Bn), 127,90 (C-2, -4, -0 Bn), 12851
(C-4), 119,95 (-8, TI14 {C-T), 108,34 {0 3a), TG (O, 5168 (UH; Bn, THu
34404020 BM {IEY: mvz (36) 355 223 (M7), 324 (33, 91 (100). Anal. cale. pars
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CoaHpNaOe (353534 € 60,84 H 4,82, N 11,83, Encontrado: € 80,99 H 511 N
P33

2-Bengil-I-{2-carboxietili-F-nitra-§ 2-difidre3H-indarol-F-ong (355 Pf 224226 °C
HOHHRD), TH RMN [300 MHz, (CInnSOL § 12,39 (5, 1H, COOHL 850 (@, J=

21 Hz, 1H, 4-HL 837 (dd, =93, 21 He, 1H, &H), 768 ¢d, =93 Hz, IH, T-H),
7,26 {m, SH, H aromit Bm, §,17 s, 2H, CHu B, 427 {8, J= 6.9 Hy, 2H, IWH) 2,26
(0 68 He, 2H, 29HY, PO RMN 75 MEe (CDa:SOL 8 1TLE7 (043, 181,27 (-
33 14901 ¢0-Ta), 141,64 (C-3), 136,85 (-1 Bny), 128,73 (C-3, -5 Bn} 127,83 {4
By, 127,239 (0.2, -6 Bn), 127,14 (-8, 12029 (04}, 116,22 (C-3a), T8 (O,
44,96 {TH; By, 43,07 (C-17), 3048 (-2 BEM (B8 ) w2 (36 705 (81 \i"’M\%E‘,
G832 (35 ([IMeHL), 364 (68 ([MeNal"), 342 00y ({MHT. Andl cale. para
CoHsNaQs (341.32) € 3982 H 4,43; N 1231 Encontrado: € 5960, H 465 N
12,60,

Ejemple If. Alcoxicarbonilacidn,  acllacidn v sulfonilacion de o 2-Bencil-3-
mitrpindazolin-3-ona 1 preparacion de alvoxicarbonil (¥2, 13}, weil (34, 13 y tosil
(16} devivados. A una solucidn agitada de la 2-benetlindazolin-3-ona T {100 g; 371
mmoel) en piriding (15 ml), se afiadieron lentamente sl cloreformiate de alguiln
requerido (4,00 mmol} (para 13, 13), anhidndo acetico (2,0 mL, exceso) {para 14 e ¢l
caorrespondiente clorure de dcido (3,90 mmol} {para 18, 16}, La mezela de reaceidn se

calentd a 100 °C durante 3 h {para 84}, o se agitd a wmperatura ambiente durante L h
{para 12, 13, 18 v 1&), v despuds ge vertic en agua (180 mL). Bl sélido precipitads se
recogit por filtracion, se lavd con HO! acuoso al 2% (30 mL) v con agua abundante, ¥

se sedd al aire.

2-Beneil-1-eroxicarbonil-3-nitro-1, 2-dikidvo-3H indazol-J-ona . ({2, Rendimientor
1,20 g (95%). P i35-137 °C (B1OH). 'H RMN {300 MHz, {i’ff@zs?z??%{f?}: N A
2,2 He, THL 4-H), 882 {dd, J =90, 2.2 He, TH, 6-H), 800, J=80 He, IH, 7-Hy,
7,26 {m, 3H) ¥ 7,11 {m, 2H) (M aromat B, 533 (s ZH, CH B 438 (o, J = 78
Hz, 2H, CH: By, 130 (L 7 = 7.0 He, 3H, CHay PC RMN {75 MHe, (CDnRSOL §

162,58 (€-3), 189,48 (CO0), 145,57 (T-Tay, 144018 (O-5), 13533 (O Bn), 128,88
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(€ -6}, 128.66 {023, -5 Bn), 127.96 (C-4 Br) 127,41 (042, -6 Br), 119.63 (-4},
118,19 (C-3a), 116,35 (C-7), 64,75 (CHy Eyy, 49,98 (CH: Bn), 13.83 (CHix EM
(RS miz (35) 705 (39) 2M+Na]™), 633 (75 (L2M+HT), 364 (15) IM+Nal™), 342

(100 (VERHTTYL Andll cale. para CoHisNaOe (341320 € 59,82 H 443, N 1231
Engonirade: C60.04; H 4,17 N 13,149,

S-Bencil-{-benciloxicarbonil-Senitro- i, 2-dibidro-3H-indazpi-3-ong ii3k
Rendimiento: 1,45 g %) P 143-145 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz,
(C.‘{}x}zS(}} 856 (d, J= 2,1 Hz, 1H, 4H), 8,51 ¢dd. J= 8‘? 2.1 He, HH, 6-H), 799
{d, = &% Hz, 1H, 7-H), 7,42 (m, 6H}, 721 {my, 2H) vy 700 {m, 2HY (M aromdr Oy
N}, 5,44 (s, 2H. CH: OBn oy, 5,30 (s, 2H, CHy NBay VO RMN [75 Mk,
{CDayS0L & 182,68 (U-3), 148944 (000, 148,56 (C-Ta), 14427 (C-8), 135,05,
13447 (C-1, v O- v NBnl, 12885 (C.g), 12881, 12878, 12864 (2 sofiales
superpuesias), 128,01, 12749 {0~ y NBn, v -2, -3, -4, -5, -6}, HIQT0(C-4), 11820
{Ce3a), 118,30 (C-F), 69,67 (DUH:), 49,85 (NCHY, EM (ER™E mfe (94} 829 (68)
{2MNal™)y, BOT (36) {{2MHT), 426 (22) (IMNal™y, 404 (100} ({M+HT). Angl,
cate. para CopHyNaCs (403,39 O 65,50; H 425, N 10,42, Encontrado: U 65,5%; H
4.86; N 16,16,

Sodeetil-d-bencil-Sonitre- 1 2-difidro-3Weindazol-3eona (34 Rendimiento: 103 g
(BO%%). PE185-167 °C (2-PrOHY. 'H RMN 300 MHz, (CDunS0OL § 858 J= 21
He, TH, 4-H), 8.50 (dd, J= 83, 2,1 He, H, &-H), 830 (d, J= 93 He, 1H, 7-H), 7.2
(m, 3HY v THE mu 2HD OH aromat Boo, 833 (s, ZH. CHay 2057 (s, 3HL CHae ¢
RN {?5 MHz, (CT:RSOL § 16837 (CO Ag), 16405 {U.5), M3 &9 (U Ta) 1441
{0-5), 135,12 ¢C-1 Bny, 12892 {C-6), 128,67 { -5 Bn), 128,02 (C-4 Ha), 127587
{(C-2, ~6 By, 11969 (C-4), 118,52 (C-3ay, 116,18 (-7, 3114 (CHp), 34.88 (UHay
EM (ES™) e (96} 645 (44} ([2M-Na"y, 623 (33 ([2M=HTy, 334 (62) (M MNaf')
JERCEO0Y (M HTDY Angl cale, pars CreHnNalh (31129 C 61,73 HA 2 N 13,50
Encontrade: © 61,8y H4 47, K 1358

2e8encil-{-benroil-S-nitro- I, 2-difidro-3H-indazol-3-ong (83 Rendbnienton 138 ¢

(9896 PF 164166 °C (2-PrOH) 'H RMN [300 MHe, (xRSO 8838 (d, J=24
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Ha, THL 4-HD, 8,28 (84, = 9.0, 2.4 Ha, 1HL 68, 7,78 (dd, /= 7.8, 7,6 Ha, 1HL 48
Bz}, 7,57 (dd, J = 7.6, 7.6 He, 2H, 3+, &-H Ba), 741 (4. = 7.6 He, 2H, 2, 6-H Bz,
727 (m, 3HY v 708 (m, 2H) (H arowdt Bo, 6,4% (d 7= 93 He THL 7HDL 327 ¢,
IH, OHa) PO RMN [75 MHz, (CDhRS0L 8 164,78 (CO Ba), 162,18 (043), 145,08
(C-7a), 144,03 (C-5), 134,84 (C-1 Bay, 134,18 {04 Ba), 132,62 (01 Ba), 128,31 (C-
3.5 Bz, 12915 (022, -6 Bz, 128.84 (C-3, -8 Bn), 128,53 ({4 Bn), 128.29 (C-6),
127,72 4022, -8 }:m}, 120011 (C-4), 117,85 (C-3a), 11409 (C-7), 48,84 (CHyy, BM
(B8 sz (363 769 (72) (12MeNal ) 747 (44 ((IMSHT, 396 (26) (IMaNalD, 374
{100y (JMEHTY Angll cale. para CuiHisMaOe (373,360 € 67.56; H 405, N 1125,
Enconteado: © 67,40, H4.27, N iH.w7.

ZeBenctl-Jomitro-Iotosild 2adihideo-3H indozol-3-ona (6). Rendimientor 1.54 ¢
{38%) P 162164 °C {1-PrOH). "H RMN [300 MHz, (T80 8 8,58 {dd, HER R
L1 He, TH, &-H), 840 (d, J= 2.  He, THU&-HY, 814 (0, J =90 He, TH, TH) 744 ¢,

=84 Hy, ZHY, 729 (o, SHY v 720 (o, 2H) (H aromat By Ts), 334 {s,, 2H, CHa),

2,28 {5, 3H, CHay 0 RMN {75 MHz, (CD32501 8 183,57 {T-3), 147,78 (C-Ta),
AT 23 {04 Te), 146,28 (-5, P35, 11 (C-1 B, 130,04 (-3, -8 T}, 129,36 (C-8),
128,69 (C-3, -5 Bny, 12860 (-2, -6 Te), 12820 (C-2, -6 Bny, 128,12 {(C4 Bn,
136,74 (C-1 Tl 12033 (C-3a), 1991 ((OW4), 11908 (0.1, 50,19 (UHy), 211
(OH: BEM {EY mvz (353 423 (4) (M7, 268 {413, 155 (4}, 91 (100). Anal calo. para
CoHpNGeS (42344 € 39,57 H 4,05 N 992, Encontrade: € 53950 H 417, N
HRLOR

EJEMPLO 2. Preparacidn de los compuestos 24-3% Hipo (I} = partiv de los
compuesios 3, 4, 7-9 v 36 [tipo (1},

Los compuestos 24-31 se obtuvieron {Esquema 2} a partiv de algunas de las
indazolinonss L2 -disustituidas incluidas en o Bsguewa 1, sigulende diferentes
procedimientos. Asl, e l-vindl derivado 24 se prepard a partiv del Z-bromostd
derivade 3 a traves de una reaccidn de deshidrohalogenacion, Bl derivade de acido
propidnice 28 se obtuve, junte con ef éster 7, en la algwilacitn de la indazolinena 1
con A-bromopropionatn de metilo seglin el procedimiento del EBlemplo le, por

hidsolisis parcial del sster infcialmente formado en ef medio basico de reaccin; dado
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su origen, of compuesto 38 se desertbe en ¢l Ejemplo 1. Bl dertvado de dcido butinico
26 se obtuve por hidedlisis (LIOH) del correspondiente &ster 8. La butlramida 27 v ia
N-metitbutiramida 28 se obtuvieron por teatamiento del éster ctilico 8 con amoniaco ¢
metilamina. respectivamente; iz N A-dimetiibutiramida 29 se prepand a partiy del
clorure del acido 3¢ (SOCh) v dimetilamina. Bl 3-stoxipropt! derivado 36 se aisld de
un intento de preparacitn del 3-hidroxipropil derivade 38 3 panir del bromwro 4 v
NalOH en stanolfagua. Por dltimo, el Zeacetoviettl derivado 31 se prepard por

acetilacion { A0 () del correspondiente Z-hidroxietit derivade 8.

Ejempls Za, Prepuracion del vinil derivade 24 Una solucidn de la 1-02-
bromosiiDindazolinona 3 (4,56 g, 1.4% mmol} v piperidina (0,35 g, 4,11 mmol) en
etano! (20 mi} se calentd a refluie durante 48 h. La solucidn se evapord g sequedad v,
despugs de la adicion de HO acuoso al 2% (30 mb ), se extrajo con cloroformo (3 1 50
mb). La fase orginica se seod (Mg8O4) v se evapord a seguedad para proporcionar ¢
compuesto deseado; resuliados similares e obtuvieron usando metilamina (33% pfp
en solucidn etandlical,

Pl oompuesto 24 también se obtuve como un subpreducto en la alguilacion de la 2-

bencilindazolinona | con 1, 2-dibromoctano {véase wmas arriha, Fiemple Te).

K Bencil-Sanitro-Twvinil-{ 2-dfibidvo-3H-dndazol-3-ona  (24) Rendimiento: 841 g
(93%%). P LIS-118 °0 (2-PrOED. 'H RMKN 300 MHz, (CDRLSOL § 833 d, J= 30
Hz, 1H, 4-H), 840 (dd, J= 9.3, 3,0 He, TH, 6-Hy, 771 ¢d, J= 93 He, 1H, T-Hy 726
{m, 3H} y 7,18 {m, 2H) {(H aromat Bah 08 (dd, J = 14,7, 9,0 Haz, EHR E‘~H}5 8,25
(dd, = 14,7, 14 He THL 29, 5,20 (s, 3HL O Bo), 510 (dd, J= 9.0, 1.4 Ha,
TH, 2Heoh PO BMN 175 Mz, (CDOSOT 8 182,05 (C-3), 146,73 (C-7a), 142,18
{C-53, 135,48 (C-1 Bn), 12993 (C-1), 128,66 (C-3, -5 Bry, 128,07 (-6}, 127,90 {{-4
Bn), 127,38 (C-2, -6 Bn), 12043 (O-d), 115,46 (C3a), 112,13 (W7, 104,68 (C-2'),
A7 00 (CH: Boy BEM IEY mvie (56) 295 (100 (M), 280 (3, 263 (), 218 (2, 138 (3),
143 (34, 116 {7y, 104 (9). Angl cale, para CreHuaNOy (39529 C 6508 HA44 K
1423, Encontrado: € 63,30, H 4,46, N 1447,
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Ejempio 36 Preparacion del deide d-findazol-i-ibusivico 26 Una mezcla del éster
etilice & {0,530 g, 1,30 munel} y LIOH (8,16 g, 6,68 mool) en THEHOG (11, 20 mb)
se agitd a temperatura ambiente dusante 12 h A contineacion, el THF se evapord v la
solugidn acuosa se acidificd con HU! acuoso conc. (pH 1)1 Bl solido precipitade se

recogid por filtracidn, se lavd con HO  acuose (1% 3 1 3 mb) v se seed al gire.

2-Bencil-1- B-corboxipropil)-S-nitro-{ 2ddibiden-3Hsindazol-3-ona {26,
Rendimienter 0,42 g (91%). PE 202204 0 (BOHALO) 'H RMN [300 MHz,
(CDLR0L & 1220 6, TH COOHY 883 (d, =24 He, 1H, 4-H), 837 (dd. =93,
A4 He, THL6-HYL 782 (4, =93 He, IR, 7-H), 727 (m, SH, H aromdt Ba, 5,20 {s,
2H, CHy B, 4,05 {0, = 7.5 He, 2H, VM, 213 (1 = 7.2 He, 2H, 3% H) S50

2H, 2WHy PO RMN [75 Mz, (CheSOL 8 173,61 (047, 160,81 {C-33, 148,53 (O-
Fa), 14131 {0-5), 156,13 (01 B, 12872003, <5 By, 12783 {4 Bay, 12727 (0
e B 13717 (C-8), 120,585 (O, HI56Z (O:3a), THLEBR (W), 45,95 (1),
44,66 (UH; By, 30,18 (C-37), 21 40 {C-2y BM ER™: mdz (%) 378 (20 (IMeNathy,
356 (100) ({M+HT ) Andll cale. para CulHoNsOe (355 34y C 60,84; H 482, N 11,83
Encontrado: € 60,59 H4.97; N 11,68,

[

Elemplo 2c. Preparacion de lo amida 27 v de lo Nometilamida 28 Para obtener ¢l
compuesio 7, una mercla de éster etilicn 8 (0,50 g 1,30 mmol) ¥ una solucidén
saturada de amoniaco en metano! {15 mL) se dei6 en reposo a temperaturs ambienie
durame 10 dias, Tras eliminar ¢f disolvente v ol amoniaco, con obieln de eliminar
algimos subpraductos, ef residuo se cromatografic en una columna que se eluyd con
una meecla de cloroformodmetanob (25 1) para pmpﬂrcianar el preducto requeride.
Para obiener el compuesio 28, una mewcla de éster etilico 8 (0,30 g 130 mmol} v
metilaminag 8 M en etanol (20 mb) se deio on reposo a temperaturs ambiente durante

24 h. La mercla de reaccidn se evapord a sequedad, proporcionands iz amids deseada

2eBewncil-i-{3-carbamoilpropil}-S-nitra- 1 2-dilidra-IH-indazol-3-ona {27).
Rendimiente: 8,45 g (98%). Acelis que solidifica tras trituracion con 2-FrOH; pf 106-
1080, 'H RMN {300 MBz, (CDapSOT 88,52 (d J= 21 He, 1H 4.H), 836 (dd, /=
G0, 2.1 He, 1H, 6-H), 7,62 ¢ J = 8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.25 {m, 64, H srom&t. Bo vy
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MHa) 8,79 (s ancho, 1H, NHs}, 5,21 {5, 2H, CH: Boy, 4,03 {1, = 7.3 He, 2H, 1-H),
L8 {r, = 7,1 He, 2FL 3-HY, L3I (m, 2H, 29Hy U0 BMIN {75 MHz (CDasSOL: 8
FP3,16 (C-47), 16073 (O3, 148,40(0CTay, 141,20 (U5, 136,16 (C-1 By, 12872 (C-
3, -8 By, 13782 (C-4 Bn), 127,25 (C-2, -6 Bn), 127,09 (C-6), 120,54 (C-4), T840
{C-3a), TEERT {07y 4618 (O-1), 44,01 (CH; Bry, 31,04 (G50, 21,77 (C-2'y EM
(ES8 "k wiz FIU (IS (12MENal™), 709 (403 (2MHTY, 377 (12) (IM+Nal'y, 385
{100 (IMHTY Anall cale. para CaMlaNaQs (354361 € 101 H 512 N 1381,
Encontrado: €61 ,30; H 4,82, N 15,57

2-Bencil-1-f3-tmetiicarhamoilipropi}-S-nitro- 1, 2-dibidro-3R-indazol-3-ona (28}
Rendimisnto: 0,45 g (948 P 159161 °0 (2-PrOH)L 'H RMN [300 MHs,
{UDaRSOL 6 852 (d, S = 2,1 Ha, 1H, 4-H), 836 (dd, S = 9.3, 2,1 He, IH, &-Hy 7.67
{¢ anche, J=4,5 Hz, TH, NH), 7,61 {dq J=83 He TH, T-HY, 7,25 (m, SH, H aroman
Bn}, 5,20 &, 2H, CHz Ba), 4.03 ¢, S =74 He, ZH, 1), 2,52 d, J = 4.5 He, 3H,
CHsj, L,97 (4 = 7.2 Hz ZH. 3UHL LS (m, 2H, 2-HY VO RMN {75 MHg
{{ITE:;};FS%{Z}}: & 17132 (G0, 160,77 (C-3), R4S (C-7a), 141,19 (C-8) 136,15 (U4
B, 138,71 €023, -5 Bn), 127,81 (C-d Bay, 127.24 (-2, -6 Bny, 127,07 (C-6), 120,53
(0.4, 11547 (C-3a), THLET 60T, 46,16 (C-1), 44,63 (CHy By, 31.27 (O 3*}, 23,40
(CHa, 2200 (O-2') EM {EEZS" miz (30 TS {17y (JadNaTTy, 737 {

3BT 22y (MeNal), 369 (100 M+HT). Andll cale. para CraHaaNaOy (3

H1L95: H 347N 1521 Encontrado: CT 61,75, H 3TN 15,50,

Ejemplo 2d. Preparocion de {o N N-dimetilomida 38 Una suspensitn del dcido 26
(0,83 g, 1,49 mumol) v SOCH (L0 mLy en CHCL G0 mb) se calentd a reflujo durante
i h Despugs de la evaporacidn del disolvenie v del exceso de SOCL, se afiadid af
residus aceltoso una solucidn de clorhidrato de dimetifaming (1,63 g, 19539 mmoly vy
KaO0y (2,80 g, 20,26 mmol) en agua (20 mbL). La mezcla se agitd vigorosamente
durante 12 b v después o producty precipitade 29 se recogid por filtracion, se lave

con agua (3 x § mb} v se secd al aive,

2-Bencii-1-f3-idimeniicarbampilipropil{-3-nitre- | 2-dikidro-3H-indazol-Foona - (29}

Rendimieno: 0,51 g (90%). Pf 144146 °C (2-PrOH). 'H RMN [300 MHz
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(CDRSOL 8§ 8,524, /= 2,1 Hz, TH, 4-HL 837 {dd, =90, 2,1 He, 1H, o-H), 7,60
(d, A =90 Hz, TH, 7-Hy, 7,25 {m, 5H, H aromat. Bn), 5,23 (s, 2H, CHy Bn), 404 (1, J
=75 Hz, 2H, 1-H), 2,80 (s, 3H, O mrane), 2,78 ¢5, 3H, Oy oin), 219 (1, /= 6,6 Ha,
28, 3-Hy, LS fm, 28, 2-H) PO RMIN {75 MHz, (CD::50]: 8 170,80 (C-41), 160,69
{0035, 148,39 (C-Ta), 141,19 (0-8), 136,20 {01 B, 2B T1{C-3, -5 By, 127,79 (0C-

4 By, 127,26 (C-2, -6 By, 127,04 (C-6), 128,53 ¢0-4), 115,51 (C-3a), 111.79 (O,
46,89 {(C-1), 44.57 (UH: Bn), 3639 (CHy prans), 3479 (CHy ois), 2861 {03y, 2147
(-2 BMUIEY méz (993 382 41 (M), 337 (32, 310 {10y, 291 (19}, 282 (23), 268
{25}, 246 (64), 232(D), 218 {49y, 192 (19, 172 (21), 128 (47), 114 (100}, 106 (27
Andl, cale. para CrHaNeOe (38241 © 62.82; H 5,80; M 14,65, Enconirado: €
62,90, H 506, N 14,51,

Eiemply Jo. Preparacion del Jwetoxipropil derivade 38 A una solugidn del 13-
bromopropil) dertvado 4 (0,59 g, 151 mmol} en etancl (100 mL), se afiadio NaOH
(0,40 g, exceso) en agna (20 mbl), v la mezela se agitd a temperaturs ambiente durante
3 diss. A continuacitn, se evaport e etanol v la solucion basiea se extrajo con UHCh
{3 x 50 mb). La fase organica se sged (MgSQOy), s¢ concentrd ¥y se cramatogratid en
columna con mezelas de cloroformodacetona {8811 a 25:1) para proporcionar ¢l éter

36

EBewneil-1-{3-eroxipropili-S-nitro-1, 2-dikidro-3H-indozol-3-ona (38} Rendimienio:
0,38 g {71%6). Pf 93.95 °C (2-PrOH). 'H RMN {300 MHz, (CDpSCLE 851 (d, I =
2.1 He, B 4-HDY, 836 {(dd, F =90, 2,1 Hz, 1H, 6-H}, 7.61 {d. J= 9.0 He, 1H, T-H),
7,26 (m, 534, H aromst. Bo), 5,17 s, 2H, CH; Ba), 4,69 (¢, J= &8 Hg, 2H, 1-H), 3,17
(o, =01 He, CHy B, 3,09 (1, 7 = 6,0 He, 2H, 3-H), 1536 {m, BHL 2WH, LR 0 J
7.0 Hz, 3H, CHope PO RMM 75 MHz, (ODiRSOh 8 160,94 (043}, 148,64 (UWTa),
P11 (C-8), 136,31 (01 Ba, (2871 (C-3, - 5 B, 1278004 Boy 127,21 102, -6
B 126,93 (C-6), 120,44 (C-4), 115,34 (C-3a), 11188 (W7}, 66,16 (C-3), 6519
(0HD iy, 44.87 (CHz B, 4409 (C-1), 2656 (G-, 14.90 {TH EM {EL} e (Ye)

AR5 0100 (MY, 282 (3), 278 {4y, 268 (4), 220 (4}, 192 (13}, 146 (7), 131 (4), 106 {4}
103 (4. Andl cale, para CioHly NG (355,393 C 64.21; H 5,96, N 11,82, Enconirado:
Ca3anHSTT, NILSK
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Fiemplo 2f Preparccion del J-acetoxiesil derivade 31 Una suspension del 1-{2-
hidroxienit) derivade 8 (0,47 g 1,530 mmol) en anhidrido acstics {5 mL) se calentd &
100 *C durante 2 h. La reaccidn se evapor) a sequedad v el residun se triturd con 2-
PrOOM 2 mbl): of compuesto insoluble se recogid por filiracidn, se favd con 2-PrH (2
¥ 2 mb) v se secd al aire.
fofdedogioxissil-2-benci-Sonitro- 1 d-difidro-2Rdndazol-3-ong ¢33} Rendimiento:
0,47 g (88%%), PEI6B-170°C (2-PrOH). TH RMN [300 MHa, {(TD;}}SG}: GRS .=
24 Hz, TH, 4-Hy 838 {dd. =90, 2.4 He, 1H, &H), 7.66 (4, J =90 He, 1H, T-Hy,
7,25 {my, SH, H aromat. Bn), 5,19 (5, 2H, CHy Bn), 4,35, = 4.8 He, 2H, UWH), 4,07
(4,0 = 4.8 Ha, 2H, 2-RH) 1,37 {5, 3H, CHay BC RMN [75 MHz, (CDanS0) 8 169,53
{CO Ag), 16118 (0-3), 14990 (C-Ta), 141,32 (C-5), 13604 (0-1 By, 12873 (-3, -
5 Bn}, 127,86 (C-4 Bn), 127,32 {02, -6 Bny, 126,84 {6y, 12633 (TW4), TES,51 (O
Jay, V12,48 {€.7) 60,22 (.27, 45,95 (U-17), 4481 {THy By, 20.08 (CHy EM (IEy
v (00 35S (RO0Y (MY, 325 (2L 295 (5), 282 8, 204 {6, 17T (8, 131 (1, 13 ()
Anal. cale. para CisHeNsGs (35834 € 60,84, H 4,82, N 11,83,
60,60, H 5,03, N 11,57

(98]

Encontrado: C

EIEMPLO 3. Ustudio in vitro de la actividad de los derivados de indazol sobre
epimastigotes de Trypanosema cruzi.
Los ensayos de actividad freme T cruzd se llevan a cabo de acusrde con un proiocelo
secuencial de cribado farmacelégicn in vitro oo el que, on primoer lugar, se realizan
ensayos simultdneos de asonvidad frente a epimastigotes {forma extracelolary v
ciiotoxicidad inespecifica en fibroblastos L9239 {celulas hospedadoras de o los
amastigotes, forma  intracelular del parasito). Los epimastigotes son  formas
extracelulaves presentes sélo en los insectos vegtores {Wniatomines), pero dado que son
feilmenie cultivables in vitro on el laboratorio, se usan para los eribados iniciales de
actividad amsichagdsica. Aguelios compuesios gue resulfan con una selsctividad en
spimastigotes igual ¢ superior a la del benenidarol, son seleccionados para un
posterior ensayo de sctividad sobre amastigotes {Fonseca-Berzal, Cloet al,, Sicorg.

Med Chem. Lers 28313, 23 4R51-4836) Los amastigotes son pardsitos intvaceiulares
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de las células de mamifero afeciadas, por lo que los resullados obtenidos sobre ellos
son mucho mas significatives desde ef punto de vista de a enfermedad de Chagas en

humanos.

Para evaluar {a sctividad in vitre en epimastigotes, se utilizaron coltives axénicos de
T oeruzi, cepa CL clon BS transfectada de manera estable con el gen de ia -
galactosidasa flacd) de Fscherichio coli (Buckner, F. et al, wimicrod dgesis
Chemother, 1996, 40 2593-2597) Bstg ceps presenta un comportamienio bislogico
simifar al de {3 cepa UL parental que s hace iddnea para ¢} cribado farmacelogicn in
vitre {Le-Senne, A, et al, Mem fnsy Oswalde Cruz 2862, 87 110171185 La
expresion de la enwima B-galactosidasa por el pavdsito da lugar 2 la reducoidn del
sustrato cromogénico roio de clorefenst BD-galactopirancside {OPRG) a rojo de
fenol. Diicha reaccidn coloniméirica ex divectamente proporgional al ndmers de
pardsites vivos, 1o que permite estimar los porcentajes de actividad de los compuestos

medianie espeeirofotometria.

Los cultivos de epimastigotes se mantienen 3 28 °C en medio LIT suplementade al

H% (viv) con suerg bovino fetal ingetivade (88 °C, 30 min.), penicilina {100 Ulmi)

i3

v esireptomiging {100 pgiml), realizando subcultivos semanalmente para mantenerios
continuamente on fase de crecimienio exponencial,

De acuerdo con el protocolo estandarizado por Vega, M. O ot all {Parasivel Bes
G058, ¢85, 296-298), posteriormente modificado por Fonseca-Berzall Coet al. (Bloorg
Med Chem Lenr. 2813, 23 4831483583 los cultives gn fase de crecimientn
exponencial se distribuyeron en placas de 96 pocilles & razén de 250.000
epimastigotesimb. en voldmenes de 200 uylipocille v se incubaron junle con los
compuesios a ensayar durante 72 hoa 28 °C. Todos los compuestas se disalvieron en
sulfoxido de dimetilo (DMSO) v se aflsdieron extemporaneamenie & los respectivos
medios de cultive en concentraciones finales de 256-0,128 uM. La concentracion final
de DMSO en los cultivos nunca superd el §,2%% (vwWv), no presemande a esia
concentracion efecto toxico para celulas v pardsitos. En cada placa se snsayd cada

concentracidn por triplicade v se incluyeron controlss de crecimients, blancos de



WO 2017/072374 PCT/ES2016/000119

16

pts
43

B
oo

medio v dg compuesto, asi come un contral milemno ¢on benznidazel, frmaco de
referencia. Una ver transcurridas las 72 h, se procedid a revelar of ensayo mediante Ia
adicidn de 58 pls/poolio de una sohluwidn de CPRG en 0,9%% Tnton X-100
{concentracion final 200 uM. pH 7.4} v postenior incubacidn de las placas duramie 3 h
a 37 °C. Finalmente, se determing Iz absorbancia a 593 nm en un espectrafotdmeiro de
placas {(ELx808 ELISA reader, Biciek lnstnuments Ing.} v se estimaron los porcentajes
de actividad mediante comparacion del valor medio obtenido en los pocillos tratades

con el valor medio de absorbaneia que presenta ¢} conrol de crecimiento.

Para cada compuesto, se estimd g concentracidn necesaria para inhibir el 509 del
crecimignto de los epimastigotes {(Ulss spimastigotes) a partir de I corregspondiente
curva dosis-respuesta {concentracidn ensavada ve porcentale de actividad en
epimastigotes). Los resullados de actividad se expresan como la media de fa Clss en
epimastigotes & desviacion estandar {8D), a partir de los valorss obtenides en tres

b

experimentos realizados de manera independienie {n = 3} Los resuliados obtenidos se
recogen en la Tabla 2. Puede observarse gque los J-alcoxi-d-bencilindazoles
[eompuestos de la serie (BB} presentan escasa actividad, misntras que muchas de las
indazotinonas 12-disustituidas {compuestos de la serie (1)) presentan actividades,
expresadas como Clse, muy superiores a la del benzmdazol, fomaco de referencia
{Ulse = 22,73 My Destacan las indweolinonas conteniende en posicion | grupos
alguilo sustituidos tales como 2-bromoetilo (31 3-bromaopropile (4}, 2-hidroxietilo (8),
3-hidroxipropilo (38} o grupos alguenilo comeo vinlo (34}, con valores de Ol = 1,38
280 oM. Los derivados con una cadena lateral de aeido carboxibon (258, 26) asi como

fos compuestos acilados en posicidn § {14, 18), al contrario, no presentan actividad.

FJEMPLO 4. Estudio in vitrg de la citotoxicidad inespecifica de los derivades de
indazel frente a fibroblasios murines L3929 y determinacion de los indices de
selectividad (I8

{on el fin de deseartar cualguier efecio txico de los compuestos sobre oéhulas de

mamifere, asi como para determinar la selectividad de los mismos hacia ¥ cruzd, se

evalud su clictoxicidad inespecifica en fibroblastos LRI%,
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Tahbls 2. Actividad i vinwo frente a formas extracelolares {epimasiipoies) ¢ intracelulares

{amastigotes) de T cruzi v cltotoxicidad inespecifica en fibroblastos murinas LB29,

expresadas como Ul v Clase, respeciivamente.

Compusesic

Clso epimas-
tigotes {uM)

Clae LU25
{uM}

i5*
epinastigoies

Clso amasti-
gotex {1y

Is®
amastigotss

2w U B e

]

16,79 & 4,80
2905 D37
26,174 1131
166+ 2,13
9,19 % 1,20
P1,14 40,50
1,58 0,06
1,68 = 8,36
6,56 = 0.87
4901 4 14,58
43,59 & 5,41

> 256
JHE 2394
132824582

385037

198,27 %8 7

> 156

TRO7 % 802
> 256
> 256
» 256
122,03 15,98
#5064 13,88

> 256

160,460 + 14,59
> 256
> 256
256
= 256
> 256

1741 2984

18,10
> 124,19
5,69
4,92
> 21,95

» 2786

3,02 & 9,55

144004

& 8‘{)@
8,12

DA 99";@

L30+6,23
0,54 0,04
3312652
0,25+ §,14

84,66
= 22456

> 73,14
> 87.37
> 116364
> 1412400
111,79

> 170,67
1,48

> 1024

Benzmidazol

0,68 2 4,08

> 378,47
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sindices de selectividad para epimastigotes (18 = Ly LO2%/Che epimastigotesy.
“Indices de selectividad para amastigotes (18 = ClLs L9291 amastigotes).
Mo determinade.

No evaluado en amastigotes por no alcanzar en gpimastigoies el minimo de selectividad

e

gstablecido por el firmaco de referencia {Bcampeese © IS tanmdant)

Los culttves de 1929 se mantienen a 37 %0 v 5% COp en frascos de 75 oy de
superficie, utiizando medio MEM sin rojo de fenol, suplementado al 10% {v/V) con

¥ \

suyers bovino feial inactivade {36 U, 30 min), peniciling (300 UlmL)

et

el
R

estreptomicing {168 ¢

La citptoxicidad en fibroblasios L824 se determind mediante Huorimetria en presencia
del sustrato resazuring, tndicador redox que al mismo Hempo sufre un cambio de color

v emite fluorescencia en presencia de células metabolicamente agtivas {AlamarBlue®

Assay, WS, Patent No. 5,501,959,

Para la realizacion del ensave, las cdlulas L82% se despegaron del frasco de cultive
mediants tripsinizacion. Para ello, tras retivar el medio de cultive, se adiviond al frasco

)

EDTA-tripsing ¥ se incubd durante 5§ mun a 37 °C oy

A

una solucidn de y £, Esta
mezela se contrifugd 5 min a 1508 rpm, se retird el sobrenadants v se resuspendisron
fas celulas en medio MEM a una concentracion de 15x10% L8294mL., que se distribuyé
e placas de 946 pocillos colocando 100 plipocitio. Tras incobar las placas 3 ha 37 °C
¥ 5% C0: pars favorecer la adhesidn de las oélulas, se descantd el medio de cultivo v

se aftadieron 200 pl/pocitlo de los compuestos a ensavar dilutdos en MEM fresco.

Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C y 5% COn. Cada concentracidn se evalud
por triplicado v se incluyeron controles de crecimisnio, blancos de medio y de
compuesto, ast como un control interno con benznidarol en cada placa. Finalmente, se
aftadieron 20 ul/pocille de una solucidn de resaruring en 9% PBS (2 oML pH Ty se

incubaron las placas durante 3 h a 37 °C y 3% U0 La intensidad de fluorescencia se
determingd a S35 wn {excitacién) v 590 nn {emisidn} en un espretrofiuorimetre de
placas {Infinite 200, Tecan) Bl porcentaje de citotoxicidad se calould mediante

comparaciin de la sefial de fluorescencia emitida por las eclulas tratadas con respecto
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a la emitida por las oélulas sin teatar {Fonseca-Berzal, €. et al., Risorg Med Chem

Feps 2013, 23, 4851-4856).

Para cada compuesto se estimd la concentracidn necesaria para inhibir el 5086 del
crecimiento celular {(Clap LI29) a4 partiv de Is correspondiente curva dosis-respuesta
{congeniracion ensayada vy poreentaje de citotoxicidad en  fibroblastes) Log
resultados de actividad se expresan como fs media de la Clse = 81, a partir de los
valorgs oblemidos en tres experimentos independientes {n = 31 Los resultados
ebicnidos se recogen en la Tabla 2. Puede observarse gue la mayver parte de los
compuestos actives frente s epimastigotes {3, 9, 1 vy 24} presentan mucha menor
toxicidad que el benznidazol frepte a Ghroblastos, por o gue sus 1N para epimastigotes

son muy superiores a los del firmaco de referencia.

EJEMPLO 5. Estudie in vifre de Iz actividad de ks devivados de indazold sobhre
amastigotes de Trypencsoma cruzi.

e ia misma manera gue las pruebas ds actividad en epimastigoies, 5108 ensayos ss
realizaron sobre la cepa UL-BS vansfectada con el gen de la B-galactonidasa o) de

Escherichia coli v se determind o actividad de los compuestos mediante reduceion del

susirato UPRG {Buckner, V. et al, Awimiored. Agewss Chemother, 1896, 40 2592

Para evaluar la actividad in vifro en amastignies, formg parasitania cHunicamente
relevanie en la enfermedad de Chagas, se obtuvieron tripomastigotes derivades de
cultive celular (TDHOY mediante o infocoidn de cubivos de oghidas L8929 con
epimastigotes en fase estacionaria de crecimiento, Los cultivos se ncubaron junto con
las formas infectivas duramte 24 h a 33 °C v 8% OO para favorecer lg invasidn
celular, Transcurride este tiempo, aguellos pardsitos gue no hablan infectado 8 las
céluias so retivaron medignte lavado de los cultivos con PBS. Tras adicionsr medio
MEM fresco, los cultives infectados se incubsron en similares condicionss de

temperstura ¥ humedad durante 7 dias, momento en el cual se obtuvieran TDC gn o

sobrenadanie,
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f.as pruchas se realizaron en placas de cultive celular de 48 pocillos (Fonseca-Berzal,
C.etal, Parasisol Res 2814, {43 104591056}, Tras despegar las ¢élulas L9289 de sus

~

frascos de cultivo celular mediante tripsinizacion, se distribuyeron por cada pooilio
FO.000 1928 en 120 ul. de MEM v se incubaron {as placas 2 h a 37 °C v 5% COn. Una
vez adheridas las oélulas, ¢stas se infectaron con TIXC en proporeidn 16 {célula:
pardsito} v se incubaron durante 24 h g 33 °C v 5% OO A continuacitn, se retied of
medic de cultivo, se¢ realizaron lavados con PBS para eliminar los TIHC gue ne
penetraren €n las células v se afiadicren diluciones de los compuesios a ensayar en
MEM fresco en un volumen final de 4530 ul/pocilio. Las placas se incubaron durante
Fodiag a 33 °C v 5% O v oen ellas s evalid cada concentracidn por triplicado,
mcluvéndose controles de infeceidn, crecimiente celular, blancos de medin y de
compuesto, ast come un control interno con benznidazol, Una vez finalizade el fiempo
de incubacion con los compuestes, se provedio a revelar ¢l ensayo mediante Ia adicidn
de 30 ul/pocille de una solucidn de UPRG en 3% Triton X-100 {concentracién final

O

400 M, pH 7.4} v posterior incubacitn de las placas durante 3 b a 37 °C. Finalmente,
se determing la absorbancia a 595 mmw en un especirofiuorimetro de placas {(Infinite
200, Tecan) Los porcentajes de actividad se estimaron mediante comparacidn del
valor medic de absorbancia obtenide en los pocillos tratados, con respecie a la
absorhancia media que presentan los controles de infeccidn. La  absorbancia
correspondiente a los controles de crecimiento celular {¢6lo celulas L928) fue restada

en los grupos experimental v de control de infeccitn.

Para cada cornpuesto se estimd la concentracidn necesaria para inhibir of 50% del
crecimiento de los amastigotes {Cls amastigotes) a pantiv de la correspondients curva
dosis-respuesta {conceniracion ensayada vy porcentaje de actividad en amastigotes)
fos reauiiados de actividad se expresan como s media de fa Clse para amastipotes &
513, a partie de oz valores encontrados en tres experimentos independientes {(n = 3}
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2. Puede observarse que varias
indazolinonas 1,2-disustituidas {compuestos de la serie (I}] son tambign superiorms al
benrnidarol {(Clse = 0,68 ubd; I8 > 37647 en cuanto a actividad ¢ indice de
selectividad frente a amastigotes, destacande los productos 9, 18, 29 v 31 (Ulse =

$,22-0.54 pM; 15 > 474,07 116364}
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FEIEMPLO 6. Estudio in vitre de ba actividad de los derivados de indasol sobrs
troforoitos de Trickomonas vaginalis,

L.a blsgueda de nueves agenies tricomonicidas sigue un modelo secuencial de cribado
basando en vartas fases que, a wodo de filre, pormiten pasar al sigutente mivel de

estudio sdlo aguellos productos que muestran determinados valores significativos de

actividad {Thafier-Esertbano, &, et all, J Miorobind Merhods 2884, 1035, 162-167).

Un primer lugar, los denvados de indazel son evaluados frente al aislado de T
vaginglis JTHI1A4, de la coleccidn de la American Type Culture Collection {(ATCCOY,
senstble al fhrmaco de referencig meronidasel. Eate aislade se mantiene en cultiva en
medio TYM {(tripticasa, extracto de levadura, maltosa), supiememadﬁ zon L-cisieing,
geido ascorbico vy un Hi% de suerp bovino fetal descomplementado. Los cultivos del

pardsito se mantienen en estufh a 37 °0 v 336 €, realizdndose pases cada 48

El cribado in vitro se Heva a cabo evaluando ol porcentaje de crecimients de un
cultive controlado tras 24 h en contacto con concentraciones erpcientes del compuesto
a evaluar, Para determinar iz concentracion inhibitora 50 (Ul se prepara una
solucidn stock de los compuestos en sulttxido de dimetile (DMEO), v se ensayan en

un range de seis concentraciones distintas en dilwclones dobles seriadas sucesivas,

partiendo de una conceniracian maxima de 300 M.

bEn primer lugar se preparan los cultives en tubos de widrio con 100.000
trofozottosiml en un volumen final de 3 mi. Tras 3 b de incubacion en estufa, se
afladen 4 ub de los compusstos disushos en DMSBO (volumen final del disobvente <

3,2%6). Tras 24 h de incubacidn a 37 °C v 5% €y, s¢ reparten 200 pl. de cada eultive
en placas estériles de fondo plano de 96 pocillos (Nunc) A comtinuacidn se st el
medio de cultive tras centrifugar las placas a 2.000 rpm durante § min ¥ s
resuspenden los iroforoitos en el mismo volumen de tampén fosfale esgnd
suplementado con §,1% de glucosa, Finalmenie, se revela bz progha afiadiendo 20 gl
de una soluctdn stock de resazuring 3 mM a cada pocillo, Este sustraio gs un colorante
redox capez de ser reducido a resorufing por celulas viables. La resorufina, a

diferencia de la resazuring. emite fluovescencia pudidndose determinar ¢l porcentaje
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de viahilidad celular mediante lectura fuorimétrica. Tras una hora de incubacion a 3
*C la intensidad de flucrescencia es detorminada en un fluorimetrs INFINITE
{Rociacsn 235 nm ¥ Acnisice 38U nm), sigiendo ef pratocolo previamente deserito por el
grupo de investigacion {ihdfier Bsoribano, A, et al, Mem fnst Oswaldo Cruz 2812,
{87, 837-643). Entodos los ensayos se nchuye un control de metronidazol 25 uM oy
tres controles de crecinuento 2 los que se les aflade el mismo volumen de disolvente
(DMERO). Los resubiados se caleulan a partir de I media obtenida de al menos dos
sxpenimentos independicntes, Todos los compuesios son evaluados por iniplicade en

cada ensayo, obteniendose una DS por debajo del 10%.

Los compuesios que mussiran una actividad relevants frente al aislado parasitario se
sometieron {ambidn a evaluacidn frente al cultive de T voginadis metronidazol-
resistenie IR 78, Bl procedimiento de cribado in vitrs o9 idéntico al deserito para ¢f

alslade B3 1a4.

Los resuilados obtenidos para ef awslade de T voginelis JH31A4 sensible a
metronidazol se recogen en la Tabla 3, donde se wuestran Jos valores de
conceniracion gue producen una inhibicion del 30% del crecimionte del pardsite
{Cle) Los compuesios que pasaron el primer Gltro de evaluacion en T vagiaaliy,
presentands valores de Clee = 30 M, fueron las indazehnonas 1.2-disustituidas
fcompuestos tipo (D %y 2% ¥ s J-alcoxi-Zaalguibindaroles {rompuestos sipo 311
18, 28 21 v 22 Cabe destacar los compuestos de uipo (81} 23 v 22 [3-{-hidroxietoxik
v 3-{3-hidroxipropoxilindazoles], gue presentaron una actividad relevante frente al

-z -~

parasito con valores de Clse de 9,82 v 735 uM, respectivamente. Bl derivade 33
mositd la actividad antiparasitaria mas elevada logrando una inhibicidn de crecimiento
de mas del 90% 2 la mdxima concentracion evaluada, siendo superior a la actividad
mostrada a {a misma concentracidn por ol metronidazol, Brmaco de referencia,

Bl resto de moléculas snsayadas resultaron poco activas o incluso no mostraron
ninglin efecto sobre el crecimiento de los parasity, no pudiéndose calcular en esios

Casos sus valores de Clsa
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La Tahla 4 muestra los resultados obtenidos frente al atslado de 7 vagingliy resistente
a wmetronidazel 1R 78 Bl valor de Clsy correspondiente al compuesie 22 es muy
simitar al obtenido con ¢ aislade sensible a metronidazel, lo gue pone en evidencia la
falia de resistencia cruzada entre esie compuesto v el frmaco de referencia. De este
modo, el compuesto 22 puede considerarse un buen prototipe para el desarrollo de
farmacos uitlizables en los casos de resistencia a los S-nitroimidazoles, para fos cuanles

no existe un medicamente alternative aceptado por los organismos de salud

internacional,

FAEMPLO 7. Estudio dn vitre de la clisloxicidad ingspecifica de los derivados de
indazol frente a células Vers v determinacidn de los indices de selectividad (I8}
En este estudio se analizan sélo aguellas moléonlas que han mostrado una actividad

sigmificativa & virrg frente a 7 vaginglis {Thse < 50 uMy)

Exte ensayo se Heva a cabo sobre a lnea celular Vere CUL-81 {ATCCY; las odlulas
son mantenidas en boles de cultive celular horizontal, en medio RPMI-1468 (Sigma-
Aldrich) suplementado con 18% de suere bovino fetal v solucidn de annibidtices. Las
célnlas se despegan empleando una solucidn esténil de EDTA -tripsina. A continuacin
se hace un recuento hemocitoméirico con azad Tripdn, afadidndose a placas estdriles

~ e,

de 86 pocillos una concentracidn de S8.600 célnlas/ 108 plipocilio. Se mantienen las
plagas en estufa a 37 %0 y 5% €Oy pars favorecer la adhesidn de las células &l
plastico. Tras la incubacion se aftaden los compuestos a las mismas concentraciones
gue fuercn ensavadas frente a 71 vaginalis, Tras maniener on confacio las cdlulas con
los eompuestas durante 24 h, se procede al revelado de Ia proeba afiadiendo 20 pll del
colorante resazuring preparado a una concentracion stock de T mM en solucidn PRE
estdril, Las lecturas fluoriméiricas se Hevan a cabo tras 3 horas de incubacidn con el
sustrato redox. Al ipual que en 1o ensavos in vitre frente a T vaginafis, los resuliados
se calculan a partr de la media obtenida tras la realizacidn de al menes dos
experimentos  independientes.  Cada  concentracidn  se  evalda  por  triphicado

obteniéndoss una D8 por debajo del 109, existiendo ademas un conmirel de

crecimiento al que se le asurne un 0% de actividad citwtdxics inespecifica.
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Los resultados obtenidos en este estudio se recogen en g Tablas 3 v 4, donde se
muestran los valores necesarios para inhibiv un $0% del crecimisnto de las células
Yero {(0Cs). Igualmente, se han estimado los indices de selectividad (15} gue
determinan la toxicidad selectiva de la moldeula a partir de Ia relacidn entre Ja Clso v
la Clsg. Los seis compuesios ensavades {8, 18, 26, 21, 22 v 2%} mostraron una
actividad citotdxica inespecifica baja, con porcentajes de inhibicion del crecimiento de
eelulas Vero < 209 a 300 uM vy unos valores del IS entre 6.0 v > 41,4, Nuevamenie
hay que destacan los compuesios de tipo (1) 2% v 22, que mostraron poreentajes da
cittonicidad (%0 & la madxima concentracion ensayada {300 uM) muy bajas (W6l =

14,72 4.3 %l = 145 = 3,2}

Tabla 3. Actividad i virro frente a 77 vaginalls JH31A4 v citotoxicidad inespecifica frente a

celulas Vero, expresadas como Cly y CC respectivamente.

Compuesto {_;M‘} (M) S Compuesto fab) () is
2 260,97 6 151,47
3 34774 17 64,75
4 .20 18 iB57  S3E8S 28,4
5 53457 28 43,82 > 30 > 7
& ND 21 4,82 >330 > 308
7 375,54 22 7,25 » 300 > 414
& 182,42 23 107,48
\ 17,94 »>300 0 > 187 24 25843
i E28.44 25 N
LR 284,62 27 104,13
14 415,88 28 182,01
13 588.88 2% 4884 > 300 =84
4 2{2.914 38 362,18
is 197,42 3% 265,63

Meteomdarol 1,43 >0 >

NI Mo determinado por ausencia de actividad antiparasitans

Tablz 4. Actividad b1 vitro frente 2 T vaginaliy 1R 78 v citotoxicidad inespecifica frente a

células Vero, expresadas como Clss v O, respectivamente.
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Compuestes Cla {udbly CCs {udh) i
i8 BN 538,85 13,8
21 49 82 = 300 >80
22 9,11 > 330 > 329
fMetronidarol 5,78 > 600 > 180

En el caso del aislado de 7 vaginally resistente s metronidazol, los valores del I8
cstan comprendidos entre > 6,0 vy > 32,9, presentando una vez mas ¢l compuesto 22 ¢l

mdxime valor, por o gue resulis prometedor como una abiernativa al frmaco de

3 referencia,
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REIVINDICACIONES

. Compuestos derivados de S-nitroindarol de frmulas generales (1) v (B,

L

donde R puede sen

- un grupo alguenite o alguinile de 2+46 dtomos de carbono v con o enlace mbhiple
ert cualguiera de las posiciones posibles. Se excluye especificamente fa L-ahb2-
bencil-S-nmitroindazolinona [compuesto tpo (8.

i - un grupo polimetilénieo de longitud vartable [{THz, n = 1-6] con sustituyentes
terminades de tipe Br, OH, COOR (R = H o alguilo de -5 dlomos de carbono},
CONRIR® (R! wo R* = H o alguilo de 1-8 diomes de carbong), ON, OR (R =
grupos alguilo o acilo de 1-5 atomos de carbono},

- un grupo etoxicarbonilo o benciloxicarbomia.

G

- un grupo acilo alifities (de 1 a § dtomos de carbono tales como formile, scatilo o
propiontle) ¢ aromatico (benzoile o benzoilos diferentemente sustituidos en las
posigiones 2, 3 0 4 con grupos tales como P, U Br, GH, OR, N, N o ON)

- un grupo sulfonile alifftice o aromdtico {metanosulfoniln o p-toluenosulfonilo

{tosiio)l

y donde X puede ser cualguisr sustituyente en las posiciones 2, 3 ¢ ¢ de un grupo
bengilo, seleccionado entre un grupo alquile sencitto o ramificade de 1-5 dlomuos de
carbono, tirifluorometilo {UF), F, 1, Br, grupos hidroxide (OH}, alooxilo (DR R
= glquile), grupos amine (NH: NRu) nitro (NOz) o ciano (ON). En compuestos de

tipo (1), cuando B = CHLCOOH, se excluyen especificamente derivades con dos

bt
i

dtomos de haldgeno en el sustituyenie bencibico,

o sus solvatos o profrmacos.



WO 2017/072374 PCT/ES2016/000119

"E\ )
e

2. Un compuesto de Brmula general () segiin a retvindicacidn 1, seleccionado de la
lista siguiente:
I-Bencih-S-nitro--propargil-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona
Z-Bencil- 1-{2-bromoetily-S-nitro- 1. 2-dibndro-3H-indazol-3-ona
5 2-Beneil-1-(3-bromaproptl}-S-nitre-1, 23 -dihidro-3M-indazol-3-ona

2~Beneib--{metoxicarboniBmeni-S-miro- 1. 2dibidro-3H-indazol-3-0na
2-Bencil-1-cianometil-5-nitro-1.2-dihidro-3 H-indazol-3-0na
Z-Beneil- - 2-{metoxicarbor et} S-mtvo- 1, 2-dibidro-3H indazol-3-ona
2-Beneil- - -(etoxicarbonibpropil |- S-nitro= 1, 2-dihidro-3H-indazob-3-ona

16 2-Bencil-1-(2-hidroxietil-S-nitrg-1,2-dihidro-3H-indazol-3-ona
2-Benecil-1-{3-hidroxipropil -3-nitro- 1 2-dihidra-3 f-indazol-3-0na
F-Bengib-L-(Z-metoxietil}-Sonitro- 1 2-dihidro- 38 indarol-3-gna
Z2-Bencil-1-etoxicarbonil-S-niten-1,2-dilnidre-3 H-indarol-3-ona
Z2-Bencil-i-benciloxicarbonil-§S-nitre-1, 2-dilidro-3 H-indazol-3-ona

15 1-Agetil-2-benct-S-nitro-1, 2-dilndro-3H-indazol-3-ona
2-Bencil--benzotl-3-nitro- 1 2-dihidro-3 i indazol-3-ona
2-Bencil-S-nitro- Ttosil- 1, 2-dilidro-3 H-indazol-3-0na
2-Bencil-S-nitro- §-vinil- 1, 2-dihidre-38-indazol-3-0na
2-Beneil-1-{Z-carboxtetil}-S-nitro~ | 2-dihidro-d Huindazol-d-ona

26 2-Bencil 1 ecarboxipropil)-S-nitre-1, 2-dihidro- 3 f-indazol-3-ona
2-Bengil-1-{ 3-carbamotlpropil-S-nitro- 1, 2-dihidre-3 H-indarob3-ona
2-Bencil-1-{ 3-{metticarbamoil}propii |- S-nitro- | 2-dihidro-38indazob-3-ona
Z-Bencib-1- 3-{dimetilcarbameibpropS-nitro- 1, 2-dihidvo-3 M indazol-3eona
2-Bencil-1-{ 3-gtoxipropil}-S-nitro- 1L.2-dihidro-3H - indazol-3-ona

25 P-{2-Acetoxietib-2-bencii-S-nitro- 1, 2-dihidro-3 H-indazol-3-ona

& $us 30ivatos o profarmacos.

3. Un compuesto de frmula general (11) segtin fa reivindicacion 1, seleccionado de fa
36 fista siguiente:
2-Bencil-3-{2-bromoectoxiyS-nitro-2 - indazol

2-Bencil-3-{ 3-bromopropoxii-S-nitro-2 H-dazol
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Z-Bencil-3-{metoxicarbonibimetoxi-§-nitro-2H - indaeol
2-Hencil-3-[2~(metoxicarboniletond]-S-nitro-2 H-indazol
2-Benel-3-{-mdroxietoxi - S-mirg-2 H-indazol

2-Bencii3-{I-ndroxipropoxi - F-mitro- 2 Handaeol

L

2-Beneil-3-{Z-metoxictoxi}-S-nitre-28-indazol
o sus solvatos o profirmacos,
4. Procedimiento para la preparscidn de los compuestos de fvmula general (1) v (30

¢ poruatamiento de la S-nitroindavolinona con agentes alquilantes, alooxicarhontiantes,

actlantes v sulfonilantes, segdnse recope envel Esquema 1

i3
20 Esguema
5. Procedimienio para la preparscidn de compuestos de frmula gensral (£} por
modificacion guimica de la cadena lateral de los compuestos de Brmula general ()
incluidos en la reivindicacidn 1, segin serecoge en el Ragquema 2.
i
:“ﬁ USSR EreT v
?\3?'
8

oo

Esguema 3

5

& Uso de los compuestos de las reivindicaciones 1-3 para la preparacion de un

medicamente destinado al watamiento de enfermedades causadas por protozoos
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patdgenos  de  las  familias  Trypawosomatidaee  {(Tryponosoma, Leishmaniay v

Trickomonadidae (Trichkomonas).

7. Una composicidn farmnacéutivs gque incluya cualgpizra de los compuestos definidos

5 en las reivindicaciones 1-3 v, al menos, un excipiente farmacduticamente acepable.

8. Una composicidn farmacdutica, segtin refvindicacién 7, que, opoionalmente, puede

confener tambifn oiros prineipios actives.
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Chemistry Letters 2012, vol 22, pp 4506-4516.
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A 2012, M C Vega et al, European Journal of Medicinal
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"L" documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de una actividad inventiva por referencia al documento
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de aisladamente considerado.
otra cita o por una razén especial (como la indicada). "Y" documento particularmente relevante; la invencidn
"Q" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una reivindicada no puede considerarse que implique una
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio. actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro
"P" documento publicado antes de la fecha de presentacién u otros documentos de la misma naturaleza, cuya

internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

combinacién resulta evidente para un experto en la
materia.
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