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RESUMO

"ANTAGONISTAS DE RECEPTORES 5-HT;"

A presente invencdo proporciona compostos anta-
gonistas de receptores 5-HT; selectivos de Férmula I e a

sua utilizacdo no tratamento da enxaqueca:
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em que A é C(H)= ou -N= e R’ sdo como aqui definidos.
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DESCRICAO

"ANTAGONISTAS DE RECEPTORES 5-HT;"

0 neurotransmissor serotonina (5-hidroxitri-
ptamina, 5-HT) tem uma farmacologia rica resultante de uma
populacéao heterogénea de pelo menos 14 receptores
distintos. Cada receptor tem uma distribuicdo distinta,
embora muitas vezes sobreposicdo ao longo do corpo e um
Uinico sitio de ligacdo de serotonina levando a afinidades
diferentes para a serotonina e diferentes respostas
fisioldgicas para interaccdo com a serotonina. Demonstrou-
se que o receptor 5-HT; tem importantes papéis funcionais
na termorregulacéo, ritmo circadiano, aprendizagem e
membdéria, sinalizacdo do hipocampo, e no sono. O receptor 5-
HT; também foi associado a varias doencas neuroldgicas,
incluindo enxaqueca e ansiedade, bem como a dor persis-
tente, mais especificamente dor inflamatéria e dor

neuropéatica.

Antagonistas de receptores 5-HT; de alta afini-
dade proporcionariam agentes terapéuticos Uteis para o
tratamento das doencas associadas aos receptores 5-HTy
acima mencionadas incluindo enxaqueca e dor persistente,
particularmente dor inflamatdéria e neuropética. Antagonis-

tas de receptores 5-HT; de alta afinidade que também sé&o
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selectivos para o receptor 5-HT; proporcionariam essa
vantagem terapéutica sem os eventos adversos indesejéveis

associados a modulacdo dos outros tipos de receptores, como
por exemplo as outras subclasses de receptores seroto-
ninérgicos, como 5-HT:;a, 5-HTx e b5-HTyp ou receptores
adrenérgicos alfa. Conseguir selectividade para o receptor
5-HT; em relacdo a outros subtipos de receptores 5-HT tem
demonstrado ser dificil na concepc¢do de antagonistas de b5-
HT;. Os agonistas de receptores 5-HT;n foram associados ao
sindrome da serotonina. Os agonistas de receptores 5-HTip e
5-HT,; foram associados a efeitos adversos, como dor no

peito.

Leopoldo, M. (2004) "Serotonin(7) receptors (5-
HT (7)Rs) and their ligands", Curr. Med. Chem. 11, 629-661,
descreve varias abordagens anteriores para obter ligandos
de receptores 5-HT;. O WO 2004/067703 descreve antagonistas
de 5-HT; incluindo certas 2-(piperazin-1-il)-3-fenil-

pirazinas e piridinas.

A presente invencdo proporciona novos antago-
nistas potentes de receptores 5-HT,;. Certos compostos da
presente invencdo sdo selectivos para o receptor 5-HT; em

comparacdo com outros receptores de serotonina.

A presente invencdo proporciona compostos antago-

nistas selectivos de receptores 5-HT; de Férmula I:



PE2201002 -3 -

em que:

A é& -C(H)= ou -N=,

R' é um substituinte seleccionado do grupo que consiste em
i) hidrogénio, ii) metilo, iii) etilo, iv) hidroximetilo,
v) hidroxietilo, vi) fenilo opcionalmente substituido com 1
a 3 grupos fluor, vii) benzilo opcionalmente substituido
com 1 a 3 grupos fllor e viii) piridilo;

R’ é hidrogénio, metilo, ou etilo;

R & hidrogénio, metilo, ou cloro;

R* é seleccionado do grupo que consiste em i) hidrogénio,
ii) fltor, iii) metilo, iv) hidroxilo, wv) hidroximetilo,
vi) hidroxietilo, wvii) metoximetilo, wviii) cianometilo e
ix) metilsulfonilaminometilo;

R® é hidrogénio;

R® e R’ sdo iguais e s&o seleccionados conjuntamente do
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grupo que consiste em hidrogénio, metilo e fluor, desde que
quando R®° e R’ ndo sdo hidrogénio, R' e R’ sdo ambos

hidrogénio;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

A presente invencdo também proporciona o composto
cloridrato de 3'-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-4-(1,5-dime-
til-1H-pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"]bi-

pirazinilo.

A presente invencdo também proporciona composi-
cdes farmacéuticas compreendendo um composto de Fédrmula I,
ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, em associacéo
com um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

Noutro aspecto da presente invencdo, ¢é propor-
cionado um ou mais compostos de férmula I, ou 0s seus sais
farmaceuticamente aceitédveis para wutilizacdo em tera-
péutica. Este aspecto inclui um ou mais compostos de
Foérmula I, ou o0s seus sals farmaceuticamente aceitéveis
para utilizacdo como um produto farmacéutico. Da mesma
forma, este aspecto da invencdo proporciona um ou mais
compostos de Fédrmula I, ou os seus sails farmaceuticamente
aceitédveis, para utilizacdo no tratamento da enxaqueca em
mamiferos, particularmente seres humanos, o tratamento pro-
fildtico da enxagqueca em mamiferos, particularmente seres

humanos e/ou o tratamento da dor persistente, parti-
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cularmente dor neuropatica ou inflamatdéria, em mamiferos,

particularmente seres humanos.

Ainda outra forma de realizacdo deste aspecto da
invencdo proporciona um composto de Fédrmula I, ou um seu
sal farmaceuticamente aceitavel, para utilizacdo no trata-

mento da ansiedade em mamiferos.

Nas formas de realizacdo preferidas das indicadas

acima, o mamifero a ser tratado é um ser humano.

Noutro aspecto da presente invencdo, ¢é propor-
cionada a utilizacdo de um composto de Férmula I, ou de um
seu sal farmaceuticamente aceitével, no fabrico de um
medicamento para o tratamento e/ou tratamento profilédtico

da enxaqueca.

Noutro aspecto da presente invencdo, é proporcio-
nada a utilizacdo de um composto de Férmula I, ou de um seu
sal farmaceuticamente aceitédvel, no fabrico de um medi-
camento para o tratamento de dor persistente, particular-

mente dor inflamatdéria e/ou neuropatica.

Noutro aspecto da presente invencdo, é proporcio-
nada a utilizacdo de um composto de Fdérmula I, ou de um seu
sal farmaceuticamente aceitéavel, no fabrico de um

medicamento para o tratamento da ansiedade.

Adicionalmente, a presente invencdo proporciona
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uma formulacdo farmacéutica adaptada para o tratamento de
enxaqueca e€/ou para O tratamento profildtico da enxaqueca,
compreendendo um composto de Férmula I, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitével, em associacdo com um veiculo,

diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Da mesma forma, a presente invencdo proporciona
uma formulacdo farmacéutica adaptada para o tratamento da
dor persistente, particularmente dor inflamatdéria e/ou
neuropéatica, compreendendo um composto de Férmula I, ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel, em associacdo com um
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente

aceitéavel.

Além disso, a presente invencdo proporciona uma
formulacdo farmacéutica adaptada para o tratamento de
ansiedade compreendendo um composto de Fdé4rmula I, ou um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel, em associacdo com um vei-

culo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Os termos quimicos gerais utilizados ao longo da

especificacdo tém os seus significados usuais.

O termo '"grupo protector de amina" tal como
utilizado na presente especificacdo refere-se a um substi-
tuinte vulgarmente utilizado para blogquear ou proteger uma
funcionalidade amino enquanto se faz reagir outros grupos
funcionais no composto. A espécie de grupo protector de

amina utilizada ndo ¢é critica desde que o grupo amina
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derivatizado seja estédvel nas condigdes de reacgdes subse-
quentes noutras posicdes da molécula e possa ser removido
no ponto apropriado sem perturbar o resto da molécula. A
seleccdo e utilizacdo (adicdo e remocdo subsequente) de
grupos protectores de amina é bem conhecida no ambito dos
conhecimentos correntes da técnica. Mais exemplos de grupos
referidos pelos termos indicados acima estdo descritos por
T. W. Greene e P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic
Synthesis", 3*® edition, John Wiley and Sons, New York, NY,

1999, capitulo 7, agui referido adiante como "Greene".

O termo "farmacéutico”" ou "farmaceuticamente
aceitavel" quando agqui utilizado como um adjectivo, signi-
fica substancialmente ndo tdéxico e substancialmente né&o

nocivo para quem recebe.

Por "composicdo farmacéutica" é ainda significado
que o veiculo, solvente, excipientes e/ou sal tém de ser
compativeis com o ingrediente activo da composicdo (e.g. um
composto de Férmula I). E entendido pelas pessoas com
conhecimentos correntes nesta matéria que os termos "for-
mulacdo farmacéutica" e "composicdo farmacéutica" sdo gene-
ricamente intermutdveis e sdo assim utilizados para os fins

deste pedido.

O termo "quantidade eficaz" significa uma quanti-
dade de um composto de Fédrmula I que é capaz de antagonizar

receptores 5-HT; e/ou eliciar um dado efeito farmacoldgico.
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O termo "solvente adequado" refere-se a qualquer
solvente ou mistura de solventes que solubiliza suficien-
temente o0s reagentes para proporcionar um meio no qual
efectuar a reacgdo desejada e que ndo interfere com a

reaccdo desejada.

Um composto destinado a utilizacd&o numa composi-
cdo farmacéutica pode, sempre gue seja possivel e se
justifique, ser convertido numa forma de sal, num esforco
para optimizar as caracteristicas tais como as propriedades
de manipulacdo, estabilidade, farmacocinética e/ou biodis-
ponibilidade, etc. Para qualguer composto, ¢é imprevisivel
que contra-ides vdo produzir formas de sal, como por
exemplo uma forma de sal cristalina, tendo combinacdes
bptimas de propriedades para a utilizacdo pretendida. Os
métodos para a conversdo de um composto numa dada forma de
sal sd@o bem conhecidos na técnica (ver, e.g., P. Stahl et
al., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection and Use, (VCHA/Wiley-VCH, 2002); Berge, S. M.,
Bighley, L. D., e Monkhouse, D. C., J. Pharm. Sci., 66: 1,
(1977)). Esses sais também sdo formas de realizacdo desta
invencdo. E bem conhecido que os sais podem formar-se em
varias proporgcdes molares com o 4&cido para dar, por
exemplo, sal de hemi-&cido, de mono-édcido, de di-é&cido,
etc. Quando, no procedimento de formacdo de sal, o é&cido é
adicionado numa proporcdo estequeométrica especifica, salvo
andlise em contrario para confirmar, presume-se, mas nido se

sabe, que o sal se forma nessa proporg¢cdo molar.
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As abreviaturas aqui utilizadas sdo definidas

como segue:

"DCM" significa diclorometano.

"MS (ES) " significa espectroscopia de massa

utilizando ionizacdo por electropulverizacéio.

"Cromatografia SCX" significa cromatografia numa

coluna ou cartucho SCX.

"Coluna SCX"™ ou "cartucho SCX", tal como aqui
utilizado, refere-se a uma coluna de resina de permuta
catiénica forte & base de silica Bond Varian Elute® ou
cartucho descartédvel ou equivalente (como por exemplo um

cartucho SCX-2).

Embora todos os compostos da presente invencéo
sejam Uteis como antagonistas de 5-HT;, certas classes sé&o
preferidas, como por exemplo, compostos tendo uma das

seguintes seleccdes de substituintes enumeradas:

1) R' é seleccionado do grupo que consiste em
metilo, etilo, fenilo opcionalmente substituido com 1 a 2

grupos fluor, ou benzilo;

2) R' é seleccionado do grupo gque consiste em
metilo, etilo e fenilo opcionalmente substituido com 1 a 2

grupos fluor;
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3) R'é metilo ou etilo;

4y R' é fenilo;

5) R' é fenilo, R? é hidrogénio, R’ é cloro e R* é

hidroxilo, hidroximetilo ou metoximetilo;

0) R? é hidroxilo, hidroximetilo, ou

metoximetilo;

7) R* é hidroxilo;

8) R* é hidroximetilo;

9) R? é metoximetilo;

10) R' é seleccionado do grupo gque consiste em
metilo, etilo e fenilo opcionalmente substituido com 1 a 2
grupos flaor e R* é hidroxilo, hidroximetilo ou

metoximetilo.

Geralmente, os compostos de pirazinilo s&o prefe-
ridos em relacdo aos compostos de piridilo. Dos compostos
de pirazinilo, os preferidos sdo o0s que tém seleccgdes de
substituintes de acordo com qualgquer uma das alineas 1 a 10
acima. Da mesma forma, dos compostos de piridilo, os
compostos preferidos s&o os gque tém seleccdes de substi-
tuintes de acordo com qualquer uma das alineas 1 a 10

acima.
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Compostos especificos preferidos da presente
invencdo sdo o0s aqui descritos nos Exemplos, incluindo as
bases livres e os seus sals farmaceuticamente aceitéaveis.
Um composto particularmente preferido é 3'-[4-(1-Etil-5-
metil-1H-pirazol-4-ilmetil) -piperazin-1-i11]-3,4,5,6-tetra-
hidro-2H-[1,2"']bipiridinil-4-0l ou um seu sal farmaceutica-

mente aceitdvel, como por exemplo o composto do Exemplo 1.

Os compostos da presente invencdo podem ser
preparados de acordo com 0s seguintes esquemas sintéticos
por métodos bem conhecidos e apreciados na técnica. As
condicdes reaccionais adequadas para o0s passos destes
esquemas Sdo bem conhecidas na técnica e as substituicdes
apropriadas de solventes e co-reagentes estdo dentro da
pericia na técnica. Da mesma forma, serd apreciado pelos
especialistas na técnica dque intermedidrios sintéticos
podem ser isolados e/ou purificados por varias técnicas bem
conhecidas consoante necessario ou desejado, e que
frequentemente wvai ser possivel utilizar varios interme-
didrios directamente em passos de sintese subsequentes com
pouca ou nenhuma purificacdo. Além disso, o especialista na
matéria apreciard que, em algumas circunsténcias, a ordem
em que sd&o introduzidas as unidades nédo é critica. A ordem
especifica de passos necessarios para produzir os compostos
de Férmula I estd dependente do composto especifico a ser
sintetizado, do composto de partida e da labilidade rela-
tiva das unidades substituidas, como é bem apreciado pelo

qgquimico experiente. Todos os substituintes, salvo indicacéo
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em contrario, s&o como previamente definido, e todos os

reagentes sdo bem conhecidos e apreciados na técnica.

O Esquema I adiante mostra uma via de sintese

geral para obter compostos da presente invencéo.

Esquema I
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Neste esquema, para compostos de fdédrmula VII em
que A é azoto, Hal vai tipicamente ser cloro. Faz-se reagir
a di-halogeno piperazina com piperazina N-protegida e uma
base adequada como carbonato de potadssio num solvente apro-
priado como N,N-dimetilacetamida a uma temperatura elevada
para dar compostos de fédrmula VI em que A é azoto. Para
compostos de férmula VII em que A é -CH=, Hal é tipicamente
bromo ou iodo. O di-halogenopiridilo é acoplado com pipera-
zina N-protegida em condic¢des de acoplamento cataliticas
adequadas bem conhecidas na técnica (John P. Wolfe e L.
Stephen Buchwald. Organic Syntheses. Coll. Vol. 10, pagina
423 (2004); Vol. 78, pagina 23 (2002)) para dar compostos

de férmula VI (A & CH).
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Os compostos de férmula VI podem ser desprote-
gidos em condic¢des bem conhecidas para um especialista na
técnica (por exemplo, ver: Greene e Wuts, Protective Groups
in Organic Synthesis, Third Edition, 1999, Chapters 2 and
7, John Wiley and Sons Inc.) para dar aminas de fdérmula
ITI. Faz-se ainda reagir as aminas com pirazole aldeidos
adequados, em condig¢®es de aminacdo redutiva bem conhecidos
por um especialista na técnica (Richard C. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, Second Edition,
1999, péginas 835-846, Wiley and Sons Inc.,) para dar
compostos de férmula II. Os compostos de fédrmula II podem
depois reagir com piperidinas apropriadamente substituidas
que estdo disponiveis comercialmente ou gque podem ser
preparadas por métodos bem conhecidos na técnica para dar
as bases livres I desejadas. Se desejado, as bases livres
podem ser convertidas numa forma de sal por meios bem
conhecidos na técnica, como por exemplo por reacg¢do com um

dcido farmaceuticamente aceitéavel.

Alternativamente, pode fazer-se reagir os inter-
medidrios de férmula VI com piperidinas VIII a temperatura
elevada para dar intermedidrios de férmula V. Os
intermedidrios V sdo entdo desprotegidos em condic¢cdes bem
conhecidas pelo especialista na técnica para dar compostos
de férmula IV. Faz-se entdo reagir as aminas resultantes
com pirazole aldeidos adequados em condic¢cdes de aminacéo
redutiva bem conhecidos por um especialista na matéria para

dar compostos de férmula I.
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Esquema II
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Os pirazoles substituidos estéo disponiveis
comercialmente ou podem ser sintetizados por procedimentos
genericamente conhecidos, como por exemplo o procedimento
apresentado no Esquema II, em gue as variéaveis R', R’ e R’
sdo como definidas anteriormente. Quando R’ nido é igual a
R®, os produtos regio-isoméricos da ciclizacdo tém de ser
separados por técnicas cromatogrédficas correntes. Se XII
for um aldeido 1léabil, XII vail estar tipicamente na forma de
um acetal. Faz-se reagir os compostos de fédrmula XII com
hidrazinas adequadas para dar compostos de férmula XI. Faz-
se entdo reagir os intermedidrios XI com POCls;, num
solvente adequado como dimetilformamida a uma temperatura

elevada para dar os intermedidrios desejados de fédrmula IX.

Esquema ITIT
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Pode utilizar-se variacgdes da quimica gquando oS
precursores de aldeido sdo incorporados nos precursores de
ciclizacdo como ilustrado no Esquema III. Um composto de
férmula XIV reage com uma hidrazina apropriada para dar um
éster de pirazole de fédrmula XIII, gque é reduzido com um
agente redutor adegquado como LiAiH; para dar um &lcool de
pirazole de fdérmula XII. O 4&lcool pode ser oxidado com
métodos bem conhecidos por um especialista na matéria para

dar o aldeido de pirazole de férmula IX desejado.

As seguintes Preparacdes e Exemplos sédo
ilustrativos de métodos Uteis para a sintese dos compostos
da presente invencdo. 0s nomes para muitos dos compostos
ilustrados nas preparacdes e exemplos sdo atribuidos a
partir de estruturas desenhadas com o software ChemDraw®,

versdo 7.0 ou Autonom 2000 para ISIS/Draw.

Preparacédo 1l: Ester t-butilico do &cido 3'-cloro-

2,3,5,6-tetra-hidro-[1,2"']bipirazinil-4-carboxilico

(’\Nﬁ“@%\
N
(L

}

Carregar um baldo de fundo redondo de 2 L com 3
tubuladuras com 2,3-dicloropirazina (78,7 g, 0,532 mol),

éster t-butilico do é4cido piperazino-l-carboxilico (100 g,
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0,537 mol), carbonato de potéssio (88,2 g, 0,638 mol)
seguido por N,N-dimetilacetamida (0,780 L) e aquecer a
suspensdo resultante a 110°C sob azoto com agitacdo
vigorosa. Arrefecer até a temperatura ambiente, adicionar
dgua (0,390 L) e éter t-butil metilico (0,390 L) e agitar a
mistura durante 60 min. Parar a agitacdo e separar as
camadas. Lavar a camada orgédnica com &gua (2 x 200 mL),
seca sobre MgSO4, filtrar e concentrar para dar 145 g de
éster t-butilico do &cido 3'-cloro-2,3,5,6-tetra-hidro-
[1,2"]bipirazinil-4-carboxilico como um xarope amarelo (91%
de rendimento). 'H NMR (CDCls) & (ppm) 8,10 (s, 1H), 7,91

(s, 1H), 3,59 (m, 4H), 3,40 (n, 4H), 1,48 (s, 9H).

Preparacdo 2 3'-Cloro-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-

[1,2']bipirazinilo

Adicionar HCl 4 M em 1,4-dioxano (10 mL) a éster
t-butilico do &cido 3'-cloro-2,3,5,6-tetra-hidro-[1,2"']bi-
pirazinil-4-carboxilico (6,80 g, 22,76 mmol). Adicionar
1,4-dioxano (40 mL) e submeter a reaccdo a ultra-sons de em
seguida agitar a temperatura ambiente sob azoto durante 3
h. Adicionar mais HCl1 em 1,4-dioxano (40 mL) e agitar
durante 1 h. Adicionar clorofdérmio (400 mL), lavar com
hidréxido de sédio 2 N (200 mL), cloreto de sdédio agquoso

saturado (100 mL), secar (sulfato de magnésio) e concentrar
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para dar 3'-cloro-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2']- bipirazi-
nilo como um 6leo amarelo gque cristalizou em repouso para

dar um sélido (4,0 g, 88%). MS (m/z): 199,1 (M+1).

Preparacdo 3: Ester t-butilico do 4&cido 4-(2-

cloro-piridin-3-il) -piperazino-l-carboxilico

ST X
(L

Agitar 2-cloro-3-bromopiridina (5,00 g, 26,0
mmol) e éster t-butilico do é4cido piperazino-l-carboxilico
(3,73 g, 20,0 mmol) em tolueno seco (200 mL) a temperatura
ambiente sob azoto. Adicionar t-butdéxido de sdbédio (2,88 g,
30,0 mmol), tris(dibenzilidenoacetona)dipalédio (0) (0,366
g, 0,40 mmol) e 4,5-bis(difenilfosfino)-9, 9-dimetilxanteno
(0,694 g, 1,20 mmol), desgaseificar a reaccdo e aquecer a
100°C (temperatura do banho de 6leo) durante 3 h. Arrefecer
até a temperatura ambiente, adicionar 100 mL de é&gua,
extrair com 2 x 200 mL de acetato de etilo. Concentrar a
camada organica em vacuo, purificar (cromatografia em gel
de silica, eluindo com acetato de etilo:isohexano 30:70) e
secar numa estufa de vacuo de um dia para o outro para dar
éster t-butilico do é4cido 4-(2-cloro-piridin-3-il)-pipera-
zino-l-carboxilico como um pd bege (3,01 g, 51%). MS (m/z):

298 (M+1).
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Preparacdo 4: 1-(2-Cloro-piridin-3-il)-piperazina

O
\N\-/J
|

R

Agitar éster t-butilico do 4&cido 4-(2-cloro-
piridin-3-il)-piperazino-l-carboxilico (2,00 g, 6,72 mmol)
em DCM (50 mL) a temperatura ambiente, depois adicionar
4dcido trifluorocacético (5 mL). Agitar a reaccdo durante 2 h
e remover o0s solventes em vacuo, depois formar a base livre
utilizando cromatografia SCX-2° lavando com metanol e elu-
indo depois com amoniaco cerca de 3M em metanol. Concentrar
em vacuo para dar 1-(2-cloro-piridin-3-il)-piperazina como
um 6leo castanho (1,47 g, 110% de rendimento). MS (m/z):

198 (M+1).

Preparacdo 5: 1-(3-Fluoro-fenil)-3-metil-1H-pira-

zole

[
*

F

Adicionar &cido cloridrico (5 M, 12 mL, 60 mmol)
a uma mistura de 4,4-dimetoxibuta-2-ona (6,61 g, 6,67 mL,
50 mmol) e cloridrato de 3-fluorofenil-hidrazina (8,13 g,
50 mmol) em etanol (50 mL). Aquecer e agitar a refluxo sob
azoto durante 7,5 h, arrefecer até a temperatura ambiente,
deixar em repouso durante 60 h. Evaporar o etanol em vAacuo

e cromatografar o residuo em silica eluindo com DCM.
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Evaporar o diclorometano para dar 1-(3-fluoro-fenil)-3-
metil-1H-pirazole como um liquido (4,38 g, 49%). MS (m/z):

171,1 (M+1).

Preparacédo 6: 1-(2,5-Difluoro-fenil)-1H-pirazole

"

Fwﬁ\
Sy

Adicionar 1,1,3,3-tetrametoxipropano (8,2 g, 50
mmol) a uma mistura de 2,5-difluorofenil-hidrazina (9,022
g, 62,6 mmol) e &acido cloridrico (5 M, 5 mL, 25 mmol) em
etanol (50 mL) e aquecer e agitar a refluxo sob azoto
durante 17 h. Arrefecer a mistura, evaporar o etanol em
vadcuo, suspender o residuo em DCM (80 mL), filtrar a
solucdo de DCM e passar através de uma coluna SCX-2.
Recolher o eluente e passar através de uma segunda coluna
SCX2 e evaporar o eluente para dar 1-(2,5-difluoro-fenil)-
lH-pirazole como um liquido (8,79 g, 97%). MS (m/z): 181
(M+1) .

Preparacdo 7: 1-(3-Fluoro-fenil)-3-metil-1H-pira-

zole-4-carbaldeido
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Adicionar oxicloreto de fésforo (20,8 mL, 34,3 g,
223,7 mmol) gota a gota com agitacdo a 95°C sob azoto, a 1-
(3-fluoro-fenil)-3-metil-1H-pirazole (4,38 g, 24,86 mmol)
em dimetilformamida (19,2 mL, 18,17 g, 248,6 mmol). Agquecer
a 95°C durante 15 h, arrefecer até a temperatura ambiente,
verter sobre gelo e neutralizar com hidrogenocarbonato de
sébdio. Extrair a solucdo aquosa com acetato de etilo (2 x
150 mL), secar (sulfato de magnésio), filtrar e passar
através de uma coluna SCX-2. Evaporar o solvente para dar
1-(3-fluoro-fenil)-3-metil-1H-pirazole-4-carbaldeido como

um sélido (4,22 g, 83%). MS (m/z): 205,1 (M+1).

Preparacdo 8: 1-(2,5-Difluoro-fenil)-1H-pirazole-

7
i

LM

‘M
e ~F
?fi:

O intermedidrio em epigrafe ¢é preparado utilizando

4d-carbaldeido

€

métodos semelhantes aos da Preparacdo 7 usando 1-(2,5-di-

fluoro-fenil)-1H-pirazole.MS (ES) [M+H] 209,1.

Preparacdo 9: 5-Metil-l-piridin-2-il-1H-pirazole-

4-carbaldeido
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Ester etilico do &cido 2-dimetilaminometileno-3-

oxo-butirico

Adicionar acetoacetato de etilo (15 mL, 0,118
mol) de dimetoximetil-dimetil-amina (19 mL, 0,142 mol) e
aqguecer a mistura a refluxo durante 1 h. Evaporar a mistura
para dar éster etilico do &cido 2-dimetilaminometileno-3-

Q.

oxo-butirico (21,7 g, 99%).

Ester etilico do &cido 5-metil-l-piridin-2-il-1H-pirazole-

4-carboxilico

Dissolver éster etilico do &cido 2-dimetilami-
nometileno-3-oxo-butirico (0,662 g, 3,57 mmol) e piridin-2-
il-hidrazina (0,410 g, 3,75 mmol) em etanol (15 mL) e
refluxo durante 2 h. Evaporar a mistura, em seguida diluir
com bicarbonato de sédio saturado e extrair trés vezes com
acetato de etilo. Secar a solucdo (sulfato de sbédio),
filtrar e concentrar. Purificar utilizando cromatografia em
gel de silica, eluindo com acetato de etilo:hexano 50:50
para dar éster etilico do &acido bS-metil-l-piridin-2-il-1H-
pirazole-4-carboxilico como um sélido branco (0,700 g,

85%). MS (m/z): 232 (M+1).

(b-Metil-1l-piridin-2-il-1H-pirazol-4-il)-metanol

Adicionar hidreto de aluminio e litio (0,225 g,
5,92 mmol) a tetra-hidrofurano (15 mL) a 0°C, em seguida,

adicionar lentamente éster etilico do &cido b5-metil-1-
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piridin-2-il-1H-pirazole-4-carboxilico (0,685 g, 2,96 mmol)
em tetra-hidrofurano (5 mL) gota a gota. Aquecer a mistura
até a temperatura ambiente e agitar durante duas horas,
depois arrefecer a solucdo a 0°C. Adicionar sulfato de
sédio aquoso saturado (0,5 mL), aquecer até a temperatura
ambiente e depois agitar durante 2 h. Separar os materiais
s6lidos por filtracdo, em seguida secar a solucdo (sulfato
de sédio), filtrar e concentrar para dar (5-metil-1-
piridin-2-il-1H-pirazol-4-il) -metanol como um sélido branco

(0,501 g, 89%).

5-Metil-l-piridin-2-il-1H-pirazole-4-carbaldeido

Dissolver sulféxido de dimetilo (0,751 mL, 10,6
mmol) em DCM (20 mL) e arrefecer a -78°C. Adicionar cloreto
de oxalilo (0,577 mL, 6,62 mmol) gota a gota em DCM (8 mL)
e agitar durante 15 min. Adicionar (b-metil-l-piridin-2-il-
lH-pirazol-4-il)-metanol (0,501 g, 2,65 mmol) em DCM (20
mL) gota a gota e agitar durante 1 h a -78°C. Adicionar
trietilamina (1,85 mL, 13,2 mmol) e agquecer a mistura até a
temperatura ambiente durante 1 h. Diluir a mistura com
bicarbonato de sbédio saturado e extrair trés vezes com DCM.
Secar (sulfato de sbédio) a solucdo, filtrar e concentrar
para dar bL-metil-l-piridin-2-il-1H-pirazole-4-carbaldeido

como um sé6lido branco (0,496 g, 100%). MS (m/z): 188 (M+1).

Preparacdo 10: 3-Etil-l1-fenil-1H-pirazole-4-car-

baldeido
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N-[1-Metil-prop-(E)-ilideno]-N'-fenil-hidrazina

Adicionar &cido acético (1,00 mL, 17,45 mmol) e
fenil hidrazina (1,98 mL, 20,00 mmol) a uma solucdo de 2-
butanona (2,15 mL, 24,00 mmol) em etanol (90 mL) a
temperatura ambiente. Agitar a reaccdo durante 1 h, depois
remover 0s solventes em vacuo para dar N-[l-metil-prop-(E)-
ilideno]-N'-fenil-hidrazina como um 6leo cor de laranja em

bruto (3,21 g, 99%). MS (m/z): 163 (M+1).

3-Etil-1-fenil-1H-pirazole-4-carbaldeido

A uma solucdo gelada de N,N-dimetilformamida
(4,59 mL, 59,36 mmol) e cloreto de fosforilo (5,52 mL,
59,36 mmol) adicionar uma solucdo de N-[l-metil-prop-(E)-
ilideno]-N'-fenil-hidrazina (3,21 g, 19,79 mmol) em N,N-
dimetilformamida (2 mL) gota a gota. Aquecer até a
temperatura ambiente e em seguida aquecer a 75°C durante 5
h. Arrefecer até a temperatura ambiente e verter numa
solucdo gelada de carbonato de potédssio saturado. Extrair
com DCM (3 x 20 mL), passar através de uma IST Phase
Separator Frit® e concentrar. Purificar (cromatografia em

gel de silica, eluindo com 0:100 a 20:80 de acetato de
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etilo:isohexano), para dar 3-etil-1-fenil-1H-pirazole-4-
carbaldeido como um sélido castanho (600 mg, 15%). MS

(m/z): 201 (M+1).

Preparacdo 11: 3,5-Dimetil-l-piridin-2-il-1H-pi-

razole-4-carbaldeido

7 “m
,f““r«{
N
b

Ester etilico do &cido 3,5-dimetil-l-piridin-2-

il-1H-pirazole-4-carboxilico

Dissolver éster etilico do acido 2-acetil-3-
oxobutirico (20,74 g, 0,120 mol) e 2-piridil-hidrazina
(14,5 mL, 0,133 mol) em &cido acético (160 mL) e agitar a
mistura durante 18 h. Concentrar, diluir com DCM, lavar com
bicarbonato de sédio saturado, secar (sulfato de sdédio),
filtrar e concentrar para dar éster etilico do &acido 3,5-
dimetil-1l-piridin-2-il-1H-pirazole-4-carboxilico como  um

bleo (28,6 g, 97%). MS (m/z): 246 (M+1).

(3,5-Dimetil-1-piridin-2-il-1H-pirazol-4-il) -

metanol

Suspender hidreto de aluminio e litio (0,359 g,
9,46 mmol) em tetra-hidrofurano (25 mL) a -10°C e adicionar

éster etilico do 4cido 3,5-dimetil-l-piridin-2-il-1H-
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pirazole-4-carboxilico (1,160 g, 4,73 mmol) gota a gota em
tetra-hidrofurano (5 mL). Deixar a mistura aquecer até 25°C
e agitar durante 4 horas. Arrefecer a mistura até 0°C, em
seguida desactivar cuidadosamente com uma solucdo saturada
de sulfato de sé6édio (1 mL). Deixar a mistura a agitar a
temperatura ambiente durante 2 h, depois separar o
precipitado por filtracdo, secar a solucdo e concentrar
para dar (3,5-dimetil-l1-piridin-2-il-1H-pirazol-4-il)-meta-

Q.

nol como um sélido amarelo (0,821 g, 86%).

3,5-Dimetil-1-piridin-2-il-1H-pirazole-4-carbal-

deido

Dissolver sulfdéxido de dimetilo (0,324 mL, 4,56
mmol) em DCM (10 mL) e arrefecer a solucdo a -78°C. Adici-
onar cloreto de oxalilo (0,239 mL, 2,74 mmol) gota a gota a
mistura e agitar a -78°C durante 20 min. Adicionar (3,5-
dimetil-1l-piridin-2-il-1H-pirazol-4-il)-metanol (0,369 g,
1,82 mmol) em DCM (10 mL) e agitar a mistura a -78°C
durante 1 h. Adicionar trietilamina (1,27 mL, 9,12 mmol) a
mistura e aguecer até a temperatura ambiente, depois agitar
durante 18 h. Adicionar bicarbonato de sbédio aquoso satu-
rado e extrair a fase aquosa 3 vezes com DCM, secar a
solugcdo orgénica, depois filtrar e concentrar. Purificar
por cromatografia em gel de silica, eluindo com hexa-
nos:acetato de etilo 20:80 para dar 3,5-dimetil-1l-piridin-
2-il-1H-pirazole-4-carbaldeido como um sélido amarelo

(0,358 g, 97%). MS (m/z): 202 (M+1).



PE2201002 - 26 -

Preparacdo 12: 1-(2-Hidroxi-etil)-1H-pirazole-4-

carbaldeido

Combinar 1H-pirazole-4-carbaldeido (0,110 g, 1,14
mmol), 2-bromoetanol (0,172 g, 1,37 mmol) e carbonato de
potéssio (0,236 g, 1,71 mmol) em acetonitrilo (2 mL). Aque-
cer em microondas a 150°C durante 20 min. Arrefecer até a
temperatura ambiente e filtrar, lavar com acetonitrilo.
Concentrar o filtrado para dar 1-(2-hidroxi-etil)-1H-pira-

zole-4-carbaldeido (0,155 g, 97%). GC-MS (m/z): 140 (M+).

Preparacdo 13: N-piperidin-4-ilmetilmetano-sulfo-

namida

A uma solucdo de 4-(aminometil)tetra-hidropiri-
dino-1(2H) -carboxilato de t-butilo (1,50 g, 7,0 mmol, 1 eq)
em DCM (anidro) (20 mL) adiciona-se cloreto de metanos-
sulfonilo (569 nuL, 7,35 mmol, 1,05 eq). A esta adicionar
trietilamina (2,05 mL, 14,7 mmol, 2,1 eg) gota a gota ao
longo de 15 min. Agitar a temperatura ambiente durante 3 h
e depois adicionar &gua (20 mL) com agitacdo. A fase

orgadnica ¢é isolada, depois lavada com &cido cloridrico
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aquoso 2 M (20 mL) e solucdo aquosa saturada de hidrogeno
carbonato de sdédio (20 mL). Secar a camada orgénica
(sulfato de magnésio) e concentrar para dar éster t-buti-
lico do é4cido 4-(metanossulfonil-aminometil)-piperidino-1-
carboxilico (2,1 g, 102%). MS (ES): m/z = 315,1 [M+Na]'. A
uma solucdo deste composto (2,1 g, 7,2 mmol, 1 eqg) em 1,4-
dioxano (25 mL) adicionar cloreto de hidrogénio 4 M em
dioxano (17,95 mL, 72 mmol, 10 eq). Agitar a temperatura
ambiente durante 29 h, Dbasificar com hidréxido de sdéddio
aquoso 2 M e depois adicionar DCM (20 mL). Separar as
camadas e extrair a fase aquosa duas vezes com DCM (20 mL),
secar as fases orgédnicas combinadas sobre sulfato de
magnésio, filtrar e concentrar. Extrair a camada aquosa
mais quatro vezes com clorofdérmio:isopropanol 3:1 (25 mL).
Concentrar a camada aquosa até menos de 10 mL de volume e
extrair novamente quatro vezes com clorofdédrmio:isopropanol
3:1 (25 mL). Combinar com todos o0s extractos orgidnicos
anteriores para dar N-piperidin-4-ilmetil-metanossulfona-

mida (703 mg, 50%). MS (m/z): 193 (M+1).

Preparacdo 14: Piperidin-4-il-acetonitrilo

HQ/&‘N

Ester t-butilico do &cido 4-cianometileno-piperi-

dino-l-carboxilico

Adicionar cianometilfosfonato de dietilo (5,33 g,
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4,88 mL, 30,11 mmol) a carbonato de potéassio (3,47 g, 25,009
mmol) em THF seco (10 mL) e agitar a temperatura ambiente
durante 15 min, depois aquecer a refluxo durante 15 min. A
esta mistura adicionar éster t-butilico do &cido 4-
oxopiperidino-l-carboxilico (5,00, 25,09 mmol) e aguecer a
refluxo sob azoto durante 24 h, deixar arrefecer até a
temperatura ambiente e deixar em repouso de um dia para o
outro. Verter a mistura reaccional em solucdo aquosa de
carbonato de potédssio (10%, 80 mL) e extrair a mistura
resultante com acetato de etilo (2 x 50 mL). Combinar as
fases orgédnicas, secar (MgSO;) e evaporar em VAcuo para dar
éster t-butilico do 4cido 4-cianometilenopiperidino-1-
carboxilico como um liquido que solidifica em repouso (5,39
g, 96,6%). NMR (0-CDCls) 1,5 (s, 9H), 2,4 (m, 2H), 2,6 (m,

2H), 3,5 (m, 4H), 5,2 (s, 1lH).

Ester t-butilico do &cido 4-cianometilpiperidino-

l-carboxilico

Adicionar éster t-butilico do é&cido 4-cianometi-
lenopiperidino-l1-carboxilico (5,39 g, 24,25 mmol) em etanol
(160 mL) a uma suspensdo de palddio a 5% sobre carvao (0,69
g) em etanol (20 mL) e hidrogenar a temperatura ambiente
com agitacdo a 60 psi durante 6 h. Filtrar a mistura
através de celite e evaporar o solvente em vacuo para dar
éster t-butilico do acido 4-cianometilpiperidino-1-
carboxilico como um 6leo que solidifica em repouso para dar

um sélido (5,43 g, 99,8%). MS (m/z): 247 (M+Na).
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Piperidin-4-ilacetonitrilo

Adicionar é&cido trifluoroacético (23 mL, 34,7 g,
304 mmol) a éster t-butilico do é&cido 4-cianometilpi-
peridino-l-carboxilico (5,43 g, 24,21 mmol) em DCM (25 mL)
e agitar a temperatura ambiente durante 18 h. Remover o
solvente em vacuo e dissolver em metanol (50 mL) e verter
numa coluna SCX-2. Eluir com amoniaco 2 M em metanol e

evaporar o eluente para dar piperidin-4-ilacetonitrilo como

A

um 6leo que solidifica em repouso (2,78 g, 92%). MS (m/z):

125,1 (M+1).

Preparacdo 15: 3'-Cloro-4-(1,5-dimetil-1H-pira-

zol-4-ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipirazinilo

é‘;::} [
SO
kS o

Carregar um baldo de fundo redondo de 2 L com 3
tubuladuras com 3'-cloro-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']
bipirazinilo (39 g, 0,196 mol), 1,2-dicloroetano (780 mL),
seguidos por 1,5-dimetil-1H-pirazole-4-carbaldeido (25,5 g,
0,206 mol) e agitar durante 15 min sob azoto com agitacédo
vigorosa. Adicionar triacetoxiboro-hidreto de sédio (45,77
g, 215 mmol) em trés porcdes, separadas por 10 min. Adici-
onar metanol (100 mL) lentamente e agitar durante 20 min e
concentrar até uma espuma branca. Dissolver a espuma em

cloreto de metileno e adicionar a uma camada de 1 kg de
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silica. Eluir o produto com 5-10% de 4&lcool isopropi-
lico/DCM e concentrar as fraccdes contendo o produto para
dar 3'-cloro-4-(1,5-dimetil-1H-pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,06-
tetra-hidro-2H-[1,2"]bipirazinilo como um &leo amarelo (37

g, 60

o\

y. MS (m/z): 307 (M+1).

Os compostos seguintes sédo preparados essencial-
mente pelos métodos da Preparacdo 15 utilizando a 2-cloro-
3-(piperazin-1-il)pirazina ou 1-(2-cloro-piridin-3-il)pipe-

razina apropriada e lH-pirazole-4-carbaldeido substituido.

MS (ES)
Prep. Composto Estrutura
[M+H]
4-(1-Benzil-1H-pirazol-4- {ﬁ\NxmmEjﬁﬂ
ilmetil)-3'-cloro- M N\JJ =
16 §E l Y o 369,1
3,4,5, 6-tetra-hidro-2H- TN \Y

[1,2"]bipirazinilo

4-(1-Benzil-3,5-dimetil-

;*“‘N"\ﬁ*éw
1H-pirazol-4-ilmetil)-3'- M. N L
17 | f‘j: S e | 397,1
cloro-3,4,5,6-tetra-hi- ‘xN#’ s x p:
dro-2H-[1,2'"]bipirazinilo
3'"-Cloro-4-[1-(3-fluoro- g T
rﬁhuimxﬁhﬁﬁ
fenil)-1H-pirazol-4-ilme- Bay N\JJ J
18 E \[ - 373,1
£i1]-3,4,5, 6-tetra-hidro- | N g . .
2H-[1,2"'"]bipirazinilo
3'-Cloro-4-[1-(3-fluoro- i
fenil)-3-metil-1H-pira- fﬁkﬁ s
ot LF
. . M, K
19 |zol-4-ilmetil]-3,4,5, 6- g :[: \ 387,1
S ey & "
tetra-hidro-2H-[1,2"']bi- e

pirazinilo




PE2201002 - 31 -

(continuacéao)

MS (ES)
Prep. Composto Estrutura
[M+H]

| - —_ —_ —_ —_ _
3'-Cloro-4-[1-(2-fluoro f»xwfﬁxgjﬁ

fenil)-1H-pirazol-4-ilme- %§xNx@} ==t E
20 E i }-—g 372,9
til]-3,4,5, 6-tetra-hidro- N 3

2H-[1,2"'"]bipirazinilo

3'-Cloro-4-[1-(2,5-diflu-
oro-fenil)-1H-pirazol-4-
21 |ilmetil]-3,4,5, 6-tetra- 391,1

hidro-2H-[1,2"']bipirazi-

nilo

2-[4-(3'-Cloro-2,3,5,6- Fﬁxmgﬁﬂgf%m
o) L

tetra-hidro-[1,2']bipira- EiN%I:

22 P {ﬁ 323,1
zinil-4-ilmetil) -pirazol- N -

1-il]-etanol

3'"-Cloro-4-(3-metil-1-fe-

nil-1H-pirazol-4-ilme-
23 369

til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-

2H-[1,2"'"]bipirazinilo

1-(2-Cloro-piridin-3-il) -
24 |4-(1,5-dimetil-1H-pira- 306

zol-4-ilmetil) -piperazina

1-(2-Cloro-piridin-3-il) -

4-(l-etil-5-metil-1H-pi-

25 320,1

razol-4-ilmetil) -pipera-

zlna
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(continuacéao)

MS (ES)
Prep. Composto Estrutura
[M+H]
1-(2-Cloro-piridin-3-il) -
4-(5-metil-1-fenil-1H-pi-
26 368
razol-4-ilmetil) -pipera-
zina
1-(2-Cloro-piridin-3-il) -
4-(3-metil-1-fenil-1H-pi-
27 368
razol-4-ilmetil) -pipe-
razina

Preparacdo 28: 3'-Piperidin-1-il1-3,4,5,6-tetra-

hidro-2H-[1,2"']bipirazinilo

Ester t-butilico do 4cido 3'-piperidin-1-il-

2,3,5,6-tetra-hidro-[1,2"]-bipirazinil-4-carboxilico

Colocar éster t-butilico do &cido 3'-cloro-
2,3,5,6-tetra-hidro-[1,2"']bipirazinil-4-carboxilico (0,4 g,
1,34 mmol, 1 eq) e piperidina (662 uL, 6,69 mmol, 5 eqg) num
frasco de microondas, selar e aquecer num microondas CEM™ a
180°C com um méximo de 300 Watts de poténcia durante 1 h
(Cuidado - aumento de pressédo). Adicionar solucdo agquosa de

hidréxido de sédio 2 M (5 mL) e DCM (5 mL) e depois passar
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através de uma frita hidréfoba para separar. Extrair a
camada aquosa duas vezes com DCM (5 mL), combinar os
extractos orgdnicos e concentrar para dar éster t-butilico
do 4cido 3'-piperidin-1-il-2,3,5,6-tetra-hidro-[1,2"']bipi-
razinil-4-carboxilico (0,46 g, 99%). MS (m/z): 348,3 (M+1).

3'"-Piperidin-1-il1-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-

bipirazinilo

Adicionar &cido trifluoroacético (1,00 mL, 13,24
mmol, 10 eq) a uma solucdo de éster t-butilico do &cido 3'-
piperidin-1-il-2,3,5, 6-tetra-hidro-[1,2']bipirazinil-4-car-
boxilico (0,46 g, 1,32 mmol, 1 eg) em DCM (10 mL), depois
agitar a mistura a temperatura ambiente durante 4 h.
Concentrar a mistura reaccional, depois dissolver em
metanol e carregar num cartucho de permuta idénica SCX-2 de
10 g (pré-lavado com metanol). Lavar com um volume de
coluna de metanol, depois eluir com um volume de coluna de
amoniaco 3,5 M em metanol. Concentrar para dar 3'-
piperidin-1-il1-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipirazinilo

(0,317 g, 97%). MS (m/z): 248,2 (M+1).

Os compostos seguintes sdo preparados essencial-
mente pelo método da Preparacdo 28 utilizando 4-(2-
cloropiridin-3-il)piperizino-l-carboxilato de terc-butilo
ou 4-(3-cloropirazin-2-il) -piperizino-1l-carboxilato de

terc-butilo e piperidina substituida.
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MS (ES)
Prep. Composto Estrutura
[M+H]
. ¥
1-(3,4,5,6-Tetra-hidro-2H- f{Ni[NNWE
29 [1,2'"]-bipirazinil-3'-il)- ‘“Nﬂrmgkﬁ 264, 3
piperidin-4-ol meﬁﬂg

3'-(4-Metil-piperidin-1- Mo _B
e
30 il)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H- {:;I:?:::LR 262,2

[1,2"]bipirazinilo

[1-(3,4,5,6-tetra-hidro-2H- { »I N
31 |[1,2']-bipirazinil-3'-il)- NN 278

piperidin-4-il]-metanol

3'-(4-Fluoro-piperidin-1-
32* |11)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H- 266

[1,2"]bipirazinilo

(3'-Piperazin-1-il1-3,4,5, 6-

33* [|tetra-hidro-[1,2"']bipiridi- Nj N 277,1
nil-4-il)-metanol L;:}\afﬁ

* Estes intermedidrios ndo requerem o passo de desproteccédo
da Preparacdo 27 uma vez gque O Jgrupo N-protector Boc é

removido nas condic¢des de microondas.

Preparacdo 34: Ester 1-[4-(1,5-dimetil-1H-pira-

zol-4-ilmetil)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipirazinil-

3'-il]l-piperidin-4-ilmetilico do &cido tolueno-4-sulfédnico
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Adicionar cloreto de p-toluenossulfonilo (272 mg,
1,43 mmol, 1,1 eq) a uma solucdo de {1-[4-(1,5-dimetil-1H-
pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipirazi-
nil-3'-il]-piperidin-4-il}-metanol (0,5 g, 1,30 mmol, 1 eq,
base livre e trietilamina (1,43 mL, 10,24 mmol, 1,1 eg) em
DCM (3 mL) a 0°C. Agitar a mistura sob azoto durante
20,5 h. Adicionar mais uma porcdo de cloreto de p-
toluenossulfonilo (0,13 g, 0,682 mmol, 0,5 eg) a mistura
reaccional e continuar a agitar durante mais 4,5 h.
Desactivar a reaccdo com solucdo agquosa saturada de
bicarbonato de sdédio (20 mL) e depois passar através de uma
frita hidréfoba para separar. Lavar a camada aquosa duas
vezes com DCM (20 mL), combinar os extractos orgadnicos e
concentrar. Purificar por cromatografia "flash" numa coluna
de 40 g de gel de silica, eluindo com 0-10% de metanol em
DCM para dar éster 1-[4-(1,5-dimetil-1H-pirazol-4-ilmetil) -
3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipirazinil-3'-il]-piperidin-
4-ilmetilico do &cido tolueno-4-sulfénico (0,36 g, 51%). MS

(m/z): 540,2 (M+1).

Exemplo 1: Cloridrato de 3'-[4-(l-etil-5-metil-
lH-pirazol-4-ilmetil) -piperazin-1-i11-3,4,5, 6-tetra-hidro-

2H-[1,2"]bipiridinil-4-o0l
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Colocar (2-cloro-piridin-3-il)-4-(l-etil-5-metil-
lA-pirazol-4-ilmetil) -piperazina (0,155 mg, 0,484 mmol, 1
eq) e 4-hidroxipiperidina (245,09 mg, 2,42 mmol, 5 eqg) num
frasco para microondas, selar e aquecer num forno de micro-
ondas CEM™ a 180°C com uma poténcia méaxima de 300 Watts
durante 1 h. Recolocar a mistura arrefecida para reagir
durante mais 1 h nas mesmas condic¢des. Adicionar &gua (5
mL) e DCM (5 mL) a mistura reaccional arrefecida e depois
passar através de uma frita hidrédfoba para separar. Extrair
a camada aquosa duas vezes com DCM (5 mL), combinar oS
extractos orgédnicos e concentrar. Purificar por cromato-
grafia "flash" numa coluna de 40 g de gel de silica,
eluindo com 4-8% de metanol em DCM. Dissolver este material
(101 mg, 0,26 mmol) na gquantidade minima de acetonitrilo
aquoso a 50%. Adicionar cloreto de hidrogénio aquoso 2 M
(130 pL, 0,260 mmol) e liofilizar para dar cloridrato de 3'-
[4-(1l-etil-5-metil-1H-pirazol-4-ilmetil)-piperazin-1-il]-
3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipiridinil-4-0l (111 mg,
54%). MS (m/z): 385,2 (M+1).

Os compostos seguintes sdo preparados essencial-
mente pelo método do Exemplo 1, utilizando a 4-
(substituido-1H-pirazol-4-ilmetil)-1-(2-cloro-piridin-3-

il)-piperazina ou 4 -(substituido-lH-pirazol-4-ilmetil)-1-
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piperazina (2-cloro-pirazin-3-il) apropriada e piperidina
substituida.
MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]
Cloridrato de {3'-[4-(1,5- r,ﬂ e
. 1 a s _ ; N
dimetil-1H-pirazol-4-ilme , xr.mxjjfi:E;;
2 |til)-piperazin-1-i1]-3,4,5, |4 ¢ N 385, 2
N HE
6-tetra-hidro-2H-[1,2']- Q\/m
bipiridinil-4-il}-metanol
. T _ —_ —_ _ "
Cloridrato de {3'-[4-(b-me rﬂ\N#ﬁ\ﬁw%N
til-1-fenil-1H-pirazol-4-il- A~ NoA Ay

3 |metil)-piperazin-1-i11-3,4, | @ ,{)\/ 447,72
5, 6-tetra-hidro-2H-[1,2']- A OH Hi
bipiridinil-4-il}-metanol
Cloridrato de {3"-[4-(1-

{wwﬁ;»-fxﬁw
etil-5-metil-1H-pirazol-4- o N\wj A ﬁ
4 ilmetil) -piperazin-1-il]-3, E;g N f> 399, 2

- HJO
4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']- Q\,cm
bipiridinil-4-il}-metanol
Cloridrato de {3'-[4-(3-me- {#% . 4§
til-l1-fenil-1HA-pirazol-4-il- o M E NN

e -

5 metil)-piperazin-1-il]-3, 4, @;{» N,ﬁ 7N 447,2
5, 6-tetra-hidro-25-[1,2"] - K,}\,OH e
bipiridinil-4-il}-metanol Bl
Cloridrato de 4-(1,5-dime- .
til-1H-pirazol-4-ilmetil) - iNk_ N\“#j“A:I::§

6 |3'-piperidin-1-il-3,4,5, 6- [I ' 356, 2

tetra-hidro-2H-[1,2']-bipi-

razinilo
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MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]
Cloridrato de 4-(1,5-dime-
. . . . i T Y
til-1H-pirazol-4-ilmetil) - w A ;]{;h

7 3'-(4-metil-piperidin-1-il) - Eﬁjiﬁi:l\ \ 370,2
3,4,5,6-tetra-hidro-2H- S, B
[1,2"]-bipirazinilo
Cloridrato de 3-(3,3’-dime-

N
til-piperidin-1-i1)-4-(1,5- gu:(ﬂxgﬁ f}wﬁ

8 |dimetil-1H-pirazol-4-ilme- w“?i;} - 384,3
til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H- i
[1,2'"]bipirazinilo
Cloridrato de 4-(1,5-dime-
til-1H-pirazol-4-ilmetil) - oo ﬂ

e MagorMoes %

9 3'-(4-metoxi-metil-piperi- E,:L : 400,2
din-1-i1)-3,4,5, 6-tetra- B
hidro-2H-[1,2"']-bipirazinilo
Cloridrato de 2-{1-[4-(1,5-

.r“'“\ s’ ,.e?"',,
dimetil-1H-pirazol-4-ilme- ng ﬂ

10 tll)_3/ 4/ 5/ 6-tetra-hidro-2H- LNZ& HCE 400/2
[1,2']bipirazinil-3'-il]- ' aH
piperidin-4-il}-etanol
Cloridrato de 1-[4-(1,5-di-

SN
11-1H-pi 1-4-ilmetil) - r!\‘fxwl.ﬁ
metil plirazo ilmetil) {&:{5\#j fﬁaﬁ
11 |3,4,5,6-tetra-hidro-2H- ~ 372,2

[1,2']bipirazinil-3'-il]-

piperidin-4-ol
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(continuacéao)

MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]
Cloridrato de {1-[4-(1,5-di- ,
metil-1H-pirazol-4-ilmetil)-| & G o7
12 |3,4,5,6-tetra-hidro-2H- ¥ ;[ o~ 386,2
. N Y HCY
[1,2"]bipirazinil-3'-il]- L\,HK»fQH
piperidin-4-il}-metanol
Cloridrato de N-{1-[4-(1,5-
dimetil-1H-pirazol-4-ilme- {’*m“‘ﬁyﬁﬁ
13 |til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H- [EI 3
N e 463,2
bk [1,2'"]bipirazinil-3"'-il]- SN ﬁgf
Gr-ib
piperidin-4-ilmetil }-metano-
sulfonamida
Cloridrato de 1-[4-(l-ben-
zi1-3,5-dimetil-1H-pirazol- \ f}"tﬁf}'w
SN N
14 4-ilmetil)-3,4,5, 6-tetra- égzg«fl mﬁgj} 462,72
hidro-2H-[1,2"']bipirazinil-
3'-il]-piperidin-4-ol
Cloridrato de 4-(1,5-dime-
15 til-1H-pirazol-4-ilmetil) -
* 3'"-(4-fluoro-piperidin-1- 374,2
i i1)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-
[1,2"]bipirazinilo
Cloridrato de 3'-(4,4-diflu- _ _ :
oro-piperidin-1-il)-4-(1, 5- rJﬂkxﬁxgj f*“%{
: "X
dimetil-1H-pirazol-4-ilme- N 392,1
* %

til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-

[1,2"]bipirazinilo
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Exemplo

Composto

Estrutura

MS (ES)

[M+H]

17

* %

Cloridrato de 3'-(3,3-diflu-

oro-piperidin-1-il)-4-(1, 5-
dimetil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-3,4,5, 6—-tetra-hidro-2H-

[1,2"]bipirazinilo

CIN“"X

(W"’ e

FF

392,1

18

Cloridrato de (1-{4-[1-(3-

fluoro-fenil)-1H-pirazol-4-
ilmetil]-3,4,5, 6-tetra-hi-
dro-2H-[1,2']bipirazinil-3'-

il}-piperidin-4-il}-metanol

N;’\L
XSO

452,5

19

Cloridrato de (1-{4-[1-(3-
fluoro-fenil)-3-metil-1H-pi-
razol-4-ilmetil]-3,4,5, 6-te-
tra-hidro-2H-[1,2']-bipira-
zinil-3'-il}-piperidin-4-

il}-metanol

466,2

20

* Kk Xk

Cloridrato de 2-{4-[3'-(4-
metil-piperidin-1-il)-
2,3,5,6-tetra-hidro[1,2']bi-
pirazinil-4-ilmetil]-

pirazol-1-il}-etanol

386,2

21

* kX%

Cloridrato de (1-{4-[3-(3-
metil-1-fenil-1H-pirazol-4-
ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hi-
dro-2H-[1,2']lbipirazinil-3'-
il]-piperidin-4-il}-aceto-

nitrilo

457,2
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(continuacéao)

MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]

Cloridrato de (1-{4-[1-(2-

fluoro-fenil)-1H-pirazol-4- fxwié

22 ilmetil]-3,4,5, 6-tetra-hi- EN me\ {t:g 452,2
dro-2H-[1,2"']bipirazinil-3'- ““

il}-piperidin-4-il}-metanol

Cloridrato de (1-{4-[1-(2,5-

difluoro-fenil)-1H-pirazol- gfii

L\ - F
23 4_llmetll]_3/ 4/ 5/ 6_tetra_hi_ n D\/W i..:j 470/ 17

i
dro-2H-[1,2']bipirazinil-3'-

il}-piperidin-4-il}-metanol

*A reaccdo ¢é realizada com aquecimento convencional num
tubo selado, em vez de em condicdo de micro-ondas como no
Exemplo 1.

** Utiliza-se piperidina substituida apropriada como O seu
sal de HCl e adiciona-se diisopropiletilamina para evitar
decomposicéao.

*** [Utiliza-se solvente apropriado como 1,4-dioxano ou

piridina.

Exemplo 24: Cloridrato de {3'"-[4-(1-etil-1H-

pirazol-4-ilmetil)-piperazin-1-i1]-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-

[1,2"]bipiridinil-4-il}-metanol

/

Z

Y
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A uma solucdo de (3'-piperazin-1-11-3,4,5, 6-
tetra-hidro-2H-[1,2"'"]bipiridinil-4-il) -metanol (0,145 g,
0,524 mmol, 1 eq) e l-etil-1H-pirazole-4-carbaldeido
(97,69 mg, 0,787 mmol, 1,5 eqg) em 1,2-dicloroetano (10 mL)
adicionar triacetoxiboro-hidreto de sédio (166,79 mg, 0,787
mmol, 1,5 eq) numa porcdo como um sé6lido. Agitar a mistura
a temperatura ambiente sob azoto durante 20 h. Adicionar
solucdo aquosa de hidréxido de sédio 2 M (20 mL) e DCM (20
ml). Separar utilizando um separador de fases e extrair a
camada aquosa com DCM (10 mL). Concentrar os extractos
orgénicos combinados e purificar por HPLC de fase inversa a
pH elevado. Dissolver este material (120 mg, 0,31 mmol) na
quantidade minima de acetonitrilo aquoso a 50%. Adicionar
cloreto de hidrogénio aquoso 2 M (155 pL, 0,31 mmol) e
liofilizar para dar o composto em epigrafe (127 mg, 58%).

MS (m/z): 385,2 (M+1).

Os compostos seguintes sdo preparados essencial-
mente pelo método do Exemplo 24 utilizando a 2-(2-
(substituido-piperidin-1-il)piridin-3-il)piperazina ou 2-
(substituido-piperidin-1-il)-3-pirazina (piperazin-1-il)

adequada, e 1lH-pirazole-4-carbaldeido substituido.

MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura ]
Cloridrato de 3'-(4-metil-pi-
peridin-1-il)-4- (1-metil-1H- . N:?’“’i’zw
25 |pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,6- E'“I“J\ e 356, 2
tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipi- -
razinilo
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(continuacéao)

MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]
Cloridrato de {3'-[4-(l-etil-
3-metil-1H-pirazol-4-ilme- fﬂﬁfwriN
26  |til)-piperazin-1-il]-3,4,5, 6- LN&N"'\ )W 399,3
tetra-hidro-2H-[1,2"'1bipiri- (Ao
dinil-4-il}-metanol
Cloridrato de {3'-[4-(3,5-di-
{
metil-l-piridin-2-il-1H-pira- r”“ﬂ’tﬁiﬁw
S ey
zol-4-ilmetil)-piperazin-1- [ \’J r>ﬁ
27 N Q 462, 3
111-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H- . OH
[1,2']-bipiridinil-4-il}- HLE
metanol
Cloridrato de {3'-[4-(3-etil-
{,«*“\N "
1-fenil-1H-pirazol-4-ilme- N §_ N
Ry e B e
28 til)-piperazin-1-il1]-3,4,5, 6- ENA,;,.LM, 401,72
tetra-hidro-28-[1,2']bipiri- L\k ’
L . on B
dinil-4-il}-metanol
Cloridrato de {1-[4-(l-etil-
1H-pirazol-4-ilmetil)-3,4,5, Eh%I:M
29  |6-tetra—hidro-2H-[1,2']-bipi- | “K* ™ ‘ 386, 3
razinil-3'-il]-piperidin-4- S HCl
Ok
il}-metanol
Cloridrato de 1-[4-(1,3-di- . "’“’ém
metil-1H-pirazol-4-ilmetil)- Efgwf \«} %ri
30 (3,4,5,6-tetra-hidro-2H- T | 386,3
S T
[1,2']-bipirazinil-3'-il]- i:::Lﬁ
b o |

piperidin-4-il}-metanol
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Exemplo

Composto

Estrutura

MS (ES)

[M+H]

31

Cloridrato de {1-[4-(l-benz-
i1-3,5-dimetil-1H-pirazol-4-
ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro-
2H-[1,2"]bipirazinil-3"'-il]-

piperidin-4-il}-metanol

476,3

32

Cloridrato de (1-{4-[1-(4-
fluoro-fenil)-5-metil-1H-pi-
razol-4-ilmetil]-3,4,5, 6-te-
tra-hidro-[1,2']-bipirazinil-
3'-il}-piperidin-4-il) -

metanol

466,3

33

Cloridrato de {1-[4-(l-etil-
5-metil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-
[1,2']bipirazinil-3"-il]-

piperidin-4-il}-metanol

400,3

34

Cloridrato de {1-[4-(1,3,5-
trimetil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-
[1,2'"]bipirazinil-3'-i1]-

piperidin-4-il}-metanol

400,3

35

Cloridrato de {1-[4-(l-metil-
1H-pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,
b-tetra-hidro-2H-[1,2']-

bipirazinil-3'-il]-piperidin-

4-il}-metanol

372,3
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(continuacéao)

MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]

Cloridrato de 2-{4-[3'-(4-hi-
droximetil-piperidin-1-il) -
36 2,3,5,06-tetra-hidro-[1,2"']bi- 402,2

pirazinil-4-ilmetil]-pirazol-

1-il}-etanol

Cloridrato de {1-[4-(3-metil-
l1-fenil-1H-4-ilmetil) -
37 3,4,5,6-tetra-hidro-2H- 448,4

[1,2"]-bipirazinil-3'-il]-

piperidin-4-il}-metanol

ridin-1-i1-2, 3, 5, 6-tetra- E I
38 : o ﬁp.z
hidro-[1,2']-bipirazinil-4- L::]

ilmetil)-pirazol-1-il]-etanol

372,2

Cloridrato de 2-[4-(3'-pipe- f’ﬁ“mfﬁ\gi%N
NooMod
O

Cloridrato de {1-[4-(5-metil-

1-fenil-1H-pirazol-4-1ilme- EN SN P |

N.
‘%;} 448, 2

39 til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H- N“Qﬁ A
MWZI

[1,2']bipirazinil-3"-il]-

piperidin-4-il}-metanol

Cloridrato de {1-[4-(3,5- 4
e
dimetil-1-fenil-1H-pirazol-4- N _é::jﬂt}i.ﬁ
40 |ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro- (NIN » %:"g 462,2

2H-[1,2"]bipirazinil-3'-il]-

piperidin-4-il}-metanol
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Exemplo

Composto

Estrutura

MS (ES)

[M+H]

41

Cloridrato de {1-[4-(3,5-di-
metil-1-piridin-2-il-1H-pi-
razol-4-ilmetil)-3,4,5, 6-te-
tra-hidro-2H-[1,2']-bipira-
zinil-3'-il]-piperidin-4-il}-

metanol

Nu@“ ‘N

463,2

42

Cloridrato de 1-[4-(5-metil-
l1-fenil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-
[1,2']bipirazinil-3"-il]-

piperidin-4-ol

434,2

43

Cloridrato de 1-[4-(3-metil-
1-fenil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-
[1,2']bipirazinil-3"-il]-

piperidin-4-ol

434,2

44

Cloridrato de {1-[4-(5-metil-
l-piridin-2-il-1H-pirazol-4-
ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro-
2H-[1,2"']bipirazinil-3'-il]-

piperidin-4-il}-metanol

449,2

45

Cloridrato de {1-[4-(5-metil-
l-piridin-2-il-1H-pirazol-4-
ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro-
2H-[1,2"]bipirazinil-3'-il1]-

piperidin-4-ol

435,2
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MS (ES)
Exemplo Composto Estrutura
[M+H]
Cloridrato de 4-(5-metil-1- )
. . . . N
fenil-1H-pirazol-4-ilmetil) - My N ,'fﬁ
(X
46 3'-piperidin-1-i1-3,4,5, 6- W D ¢ 418,72
tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipi- [—
razinilo
Cloridrato de 4-(3,5-dimetil- 4
i D 11 e r [ N
l-piridin-2-1l1-1H-pirazol-4 M. N .
47 ilmetil)-3'- (4-fluoro-piperi K T:::lx Kﬁa>‘ 451,2
din-1-il1)-3,4,5, 6-tetra- N ’
HECH
hidro-2A-[1,2']-bipirazinilo
Cloridrato de {1-[4-(5-cloro-
"N NTTR,
. . . ff\«- R
3-metil-1-fenil-1A-pirazol-4- N %I,
POCH
48 |ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro- | @y 482,72
2H-[1,2"']bipirazinil-3'-il1]- ~ R
L4 B
piperidin-4-il}-metanol
Cloridrato de 3'-(4-fluoro- s,
o “n
piperidin-1-il) -4- (5-metil-1- ij&g<mxgﬁ ! N
| I N
49  |piridin-2-il-1H-pirazol-4- NTOONTT N | 437,2
ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro- k"’“F -
2H-[1,2"']-bipirazinilo
Cloridrato de {1-[4-(l-etil- _
3,5-dimetil-1H-pirazol-4- Ny o N- i
(L ’
50 ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro- E:N“ f} 414,2

2H-[1,2"]bipirazinil-3'-il]-

piperidin-4-il}-metanol
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Exemplo 51: Cloridrato de {1-[4-(1,5-dimetil-1H-

pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,06-tetra-hidro-2A-[1,2"]-

bipirazinil-3'-il]-piperidin-4-il}-acetonitrilo

EN\IO X ;j’
Nﬁf m“* HC

Adicionar cianeto de sdédio (78,46 mg, 1,60 mmol,
2,4 eq) a uma solucdo de éster 1-[4-(1,5-dimetil-1H-
pirazol-4-ilmetil)-3,4,5, 6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-bipirazi-
nil-3'-il]-piperidin-4-ilmetilico do &cido tolueno-4-sulfd-
nico (0,36 g, 0,667 mmol, 1 eg) em sulfdéxido de dimetilo (5
mL) . Aquecer a solucdo a 50°C com agitacdo durante 5,75 h e
depois arrefecer até a temperatura ambiente. Adicionar agua
(20 mL) e extrair a camada aquosa trés vezes com DCM (20
mL) . Combinar os extractos orgadnicos, secar sobre sulfato
de magnésio, filtrar e concentrar. Purificar por croma-
tografia "flash" numa coluna de 40 g de gel de silica,
eluindo com um gradiente de 2-10% de metanol em DCM.
Purificar adicionalmente por HPLC de fase inversa de pH
elevado (guiada por UV). Dissolver este material (148 mg,
0,38 mmol) na quantidade minima de acetonitrilo agquoso a
50%. Adicionar cloreto de hidrogénio aquoso 2 M (190 uL,
0,38 mmol) e liofilizar para dar cloridrato de {1-[4-(1,5-
dimetil-1H-pirazol-4-ilmetil)-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-
[1,2"]bipirazinil-3'-il]-piperidin-4-il}-acetonitrilo (166
mg, 58%). MS (m/z): 395,2 (M+1).
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Exemplo 52: Dicloridrato de 3'-[4-(l-etil-5-me-

til-1H-pirazol-4-ilmetil) -piperazin-1-i11-3,4,5, 6-tetra-

hidro-2H-[1,2"']bipiridinil-4-o0l

™ S 2 HCI
" v?::j\GH

Ester terc-butilico do &cido 4-(2-cloro-piridin-

3-il) -piperazino-l-carboxilico

o sj)L
X
. B 4
‘\%&,‘ - -
L
M

Agitar 3-bromo-2-cloropiridina (460 g, 2,39
moles) em tolueno (2,3 litros). Adicionar N-t-butoxicar-
bonil-piperazina (445,2 g, 2,39 moles) e purgar com azoto
durante 15 min. Adicionar tris(dibenzilidenoace-
tona)dipaléadio (0) (43,78 g, 47,8 mmol) e 4,5-bis(difenil-
fosfino) -9, 9-dimetilxanteno (82,99 g, 143 mmol) e purgar
com azoto durante 15 min. Transferir a mistura para um
autoclave de um galdo e manter sob azoto. Adicionar de t-
butéxido de sdbédio (252,69 g, 2,63 mol) (observando uma
ligeira exotérmica). Pressurizar o autoclave com azoto a 40
psi (275,6 KPa) e libertar a pressédo, trés vezes e depois
pressurizar com azoto a 20-40 psi (137,8-275,6 kPa) e

aquecer rapidamente a mistura a 110°C. A temperatura
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aumenta por reaccdo exotérmica para cerca de 113°C. Agitar
a reaccdo durante 2,75 horas a 110°C e 20-40 psi (137,8-
275,6 Kpa) sob azoto. Arrefecer a mistura e teste quanto a
conclusdo da reaccdo (andlise por HPLC). Filtrar a mistura

sobre papel de fibra de vidro e lavar com tolueno.

Transferir a mistura filtrada para uma ampola de
separacdo e extrair com &gua (2 litros). Extrair a fase
aquosa duas vezes com acetato de etilo (3 L, depois 2 L).
Lavar as fases orgdnicas combinadas duas vezes com solucédo
de NaCl a 15% (4 L, depois 2 L). Agitar as fases orgénicas
durante 30 min com sulfato de sédio e de carvdo descorante
(100 g). Filtrar a mistura e evaporar o filtrado num

evaporador rotativo para se obter um 6leo escuro (831 g).

Dissolver o produto em bruto referido acima em
acetato de etilo (3 L) e aplicar num funil de wvidro
sinterizado empacotado com gel de silica (6 kg, empacotado
utilizando heptano). Lavar a coluna com 95% de heptano:5%
de acetato de etilo (8 L), depois eluir com 70% de
heptano:30% de acetato de etilo, recolhendo a fraccédo
contendo o produto em bruto. Purificar adicionalmente as
fraccdes combinadas contendo o produto por cromatografia em
gel de silica com 5% de éter t-butil metilico em DCM para
dar éster t-butilico do é&cido 4-(2-cloro-piridin-3-il)-
piperazino-l-carboxilico (331 g, 46,5%) como um sdélido
amarelo. 'H NMR 500 MHz (CDCls) & 8,078 (dd, J = 3,2 Hz,
iH), 7,30 (dd, J = 6,5 Hz, 1H), 7,201 (m, 1H), 3,616 (m,
4H), 3,018 (m, 4H), 1,485 (s, 9H).
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4-(2-(4-Hidroxipiperidin-1-il)piridin-3-il) -

piperazino-l-carboxilato de terc-butilo

o

Equipar um baldo de 2 L com um agitador, termopar
e linha de azoto para a adicdo subsuperficial e purgar com
atmosfera de azoto durante 30 min. Adicionar éster ¢t-
butilico do é&acido 4-(2-cloro-piridin-3-il)-piperazino-1-
carboxilico (100 g, 0,336 moles), 4-hidroxipiperidina
(37,36 g, 0,369 mol), t-butdxido de sbédio (80,68 g, 0,839
mol) e acetato de (2'-di-t-butilfosfino-1,1'-bifenil-2-1i1)-
paladdio(II) (2,33 g, 5,04 mmol). A mistura de sdélidos &
colocada sob atmosfera de azoto durante 15 min. Num balédo
separado, azoto é borbulhado através de tolueno (933 mL)
durante 30 min. Adicionar o tolueno a mistura de sdélidos e
agita-se durante 28 h, borbulhando azoto lentamente através
da mistura reaccional e controlando a temperatura entre 16
e 20°C com um banho de &gua. Adicionar &gua (1 L) gota a
gota, mantendo a temperatura abaixo de 25°C. Separar as
fases e extrair a camada aguosa com tolueno (500 mL).
Combinar as fases orgdnicas e lavar duas vezes com NaCl
aquoso a 15%. Evaporar a fase organica num evaporador
rotativo para obter um éleo. Adicionar tolueno (250 mL) e

evaporar duas vezes para dar 127,7 g de d6leo. Dissolver o
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6leo em acetato de etilo (255 mL em 2 volumes) e agquecer a
65-70°C. Adicionar heptano (1277 mL em 10 volumes) a 65-
70°C. Deixar a solucdo arrefecer até a temperatura ambiente
e deixar em repouso durante 16 a 18 h. Arrefecer-se a
mistura amarela a 0-5°C durante 1 h e depois filtrar. Lavar
os sdédlidos com uma solucdo de acetato de etilo a 20% em
heptano a 0-5°C. Secar o sélido a 45 a 50°C numa estufa de
vacuo para dar 4-(2-(4-hidroxipiperidin-1-il)piridin-3-il) -
piperazino-l-carboxilato de t-butilo (66,6 g, 54,7%). 'H
NMR 500 MHz (CDCls) & 7,958 (dd, J = 3,3 Hz, 1H), 7,10 (d,
J = 7,1 Hz, 1H), 6,834 (m, 1H), 4,01 (d, J = 3,2, 2H),
3,865 (m, 1H), 3,578 (m, 4H), 3,041 (m, 4H), 2,945 (m, 2H),

1,643 (m, 2H), 1,487 (s, 9H).

Dicloridrato de 1-(3-(piperazin-1-il)piridin-2-

il)piperidin-4-o0l

N
Q 2wl

Q.

A um baldo de 2 L arrefecido num banho de gelo
adicionar HC1l gasoso em metanol (900 mL) para preparar uma

solucdo 7,31 M, mantendo a temperatura abaixo de 20°C.

Adicionar 4-(2-(4-hidroxipiperidin-1-il)piridin-
3-il)-piperazino-l-carboxilato de t-butilo (306,5 g, 0,840
mol) a um baldo de 12 litros, seguido por metanol (613 mL)

e tolueno (3,06 L). Agitar a mistura para dar uma solucdo e
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depois adicionar a solucdo de HCl1 metandlico (579 mL).
Aquecer a solucdo a 35°C durante 2 h seguidas por 4 h a
temperatura ambiente. Separar o produto cristalino
resultante por filtracdo, lavar os cristais com tolueno e
depois secar numa estufa de vacuo a 40-45°C para dar
dicloridrato de 1- (3-(piperazin-1-il)piridin-2-i1l) -
piperidin-4-o0l como um sdélido cristalino (283,5 g, 99,47%).
'H NMR 300 MHz (DMSO) & 9,624 (bs, 2H) 7,890 (dd, J = 6,4
Hz, 1H), 7,633 (4, J = 7,75 Hz, 1H), 7,137 (m, 1H), 3,916
(bm, 2H), 3,727 (bm, 1H), 3,236 (bs, O9H), 1,877 (bm, 2H),

1,515 (bm, 2H).

1-(3-(Piperazin-1-il)piridin-2-il)piperidin-4-ol

(::j

ge!
' Ok

Dissolver dicloridrato de 1-(3-(piperazin-1-

!

il)piridin-2-il)piperidin-4-o0l1 (281,0, 0,838 mol) em solu-
cdo aquosa saturada de cloreto de sédio (2,45 1litros).
Adicionar NaOH 2 M (~ 1 L) para levar o pH a 11,3. Extrair
a mistura trés vezes com DCM (3 x 2,04 L). Secar os extrac-
tos orgénicos combinados sobre sulfato de sdédio, filtrar e
evaporar o solvente num evaporador rotativo com uma purga
de azoto para se obter uma espuma. Quando a espuma estiver
estavel, secar adicionalmente o material durante 2 a 3
horas a 50°C em véAcuo para dar 1-(3-(piperazin-1-

il)piridin-2-il)piperidin-4-0l1 (207,5 g, 94,1%). 'H NMR 300
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MHz (CDCls) o6 7,923 (dd, J = 3,1 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 6,3
Hz, 1H), 6,815 (m, 1H), 4,040 (m, 2H), 3,840 (m, 1H), 3,048
(bs, 8H), 2,898 (m, 2H), 2,028 (m, 2H), 1,862 (s, 2H ?2?),

1,634 (m, 2H).

3'"-[4-(1-Etil-5-metil-1H-pirazol-4-ilmetil)-pipe-

razin-1-i1]-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipiridinil-4-o0l

Dissolver 1-(3-(piperazin-1-il)piridin-2-il)-pi-
peridin-4-o0l1 (207 g, 0,789 mol) e 1l-etil-5-metil-1H-pi-
razole-4-carbaldeido (130,8 g, 0,947 mol) em dicloroetano
(4,55 L). Arrefecer a -5°C e comecar a adicionar triace-
toxiboro-hidreto de sédio (334,5 g, 1,578 mol) em porcgdes,
mantendo a temperatura abaixo de cerca de 5°C. Retirar o
banho de gelo e permitir que a reaccdo aqueca até 10°C ao
longo de cerca de 1 h. Aquecer a reaccdo a 18-20°C e agitar

durante 3 h.

Arrefecer a mistura reaccional a 15°C e adicionar
NaOH 2 N (2 L). Separar as fases e extrair as camadas
aquosas duas vezes com DCM (2 x 1,3 L). Filtrar as camadas
orgénicas combinadas através de papel de fibra de wvidro.
Extrair as fases orgédnicas com HCl1 1 N (1 x 2,5 L uma vez,

2 x 1 L). As camadas aquosas combinadas que contém o
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produto, adicionar NaOH a 50% (400 mL) para levar o pH a
11,6. Extrair a camada aquosa leitosa resultante com DCM (1
x 3L, 2 x 1,5 L). Secar os extractos orgdnicos combinados
sobre sulfato de sdédio. Adicionar carvdo descorante (G-60,
44 g) e agitar a mistura a temperatura ambiente durante 20
min. Filtrar através de papel de fibra de wvidro, lavar com
DCM (1 L) e evaporar os solventes para dar 3'-[4-(l-etil-5-
metil-1H-pirazol-4-ilmetil)-piperazin-1-11]1-3,4,5, 6-tetra-

hidro-2H-[1,2"]bipiridinil-4-0l como um 6leo (330 g, 109%).
'H NMR 300 MHz (CDCls;) (E29-H70357-031) & 7,87 (dd, J = 3,3
Hz, 1H), 7,37 (s, 1H) 7,05 (dd, J = 6,26 Hz, 1H), 6,77 (m,
1H), 4,065 (g, J = 7,35 Hz, 2H), 3,99 (bm, 2H), 3,802 (bm,
1H), 3,365 (s, 2H), 2,658 (bm, 2H), 2,551 (bm, 3H), 2,236
(s, 3H), 1,985 (bm, 2H), 1,615 (bm, 2H), 1,381 (t, J = 7,26

Hz, 3H).

Dicloridrato de 3'-[4-(l-etil-5-metil-1H-pirazol-

4-ilmetil)-piperazin-1-il]-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-

bipiridinil-4-ol

Dissolve-se 3'"-[4-(l-etil-5-metil-1H-pirazol-4-
ilmetil)-piperazin-1-il1]-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']-bi-
piridinil-4-ol (415 g, 1,079 mol)) em etanol (5,5 litros) e
éter t-butil metilico (6,23 litros). Agitar a solugdo em
atmosfera de azoto e aquecer a 50-55°C. Adicionar solucdo
de HC1 2,96 M em etanol (0,729 L) a 50-55°C ao longo de 50
min. Deixar a mistura arrefecer até cerca de 40,1°C ao
longo de 90 min. Arrefecer a mistura a 20°C ao longo de 20

min e depois agitar a 20°C durante 30 min. Filtrar a
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mistura e lavar com éter t-butil metilico (3 x 500 mL).
Secar o s6lido numa estufa de vacuo a 50-55°C sob vacuo com
uma ligeira corrente de azoto durante 24 h para dar
dicloridrato de 3'"-[4-(l-etil-5-metil-1H-pirazol-4-ilme-
til)-piperazin-1-i1]-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"]-bipiri-

dinil-4-0l1 (416 g, 84,3%). 'H NMR 500 MHz (CDsOD) & 7,89
(dd, J = 6,0 Hz, 2H), 7,828 (s, 1H), 7,275 (dd, J = 6,0 Hz,
1H), 4,86 (CDsOH), 4,385 (s, 2H), 4,220 (g, J = 17,1 Hz,
2H), 4,04 (bm, 2H), 3,97¢ (bm, 1H), 3,70 (bm, 4H), 3,511
(bm, 2H), 3,410 (bt, 2H), 3,145 (t, J = 8,1, 2H), 2,467 (s,
3H), 2,082 (bm, 2H), 1,716 (bm, 2H), 1,416 (t, J = 7,5 Hz,

3H). A andlise de cloreto ¢ obtida por ICP/MS (15,6%).

Os antagonistas de receptores 5-HT; da presente
invencdo s&do relativamente selectivos para o receptor 5-
HT,. Os compostos da presente invencdo sdo particularmente
relativamente selectivos para o receptor 5-HT; em compa-
ragcdo com outros subtipos de receptores 5-HT e, especi-
ficamente, os receptores 5-HTip, 5-HTiz e 5-HTi:p. Esta selec-
tividade é demonstrada nos seguintes ensaios de ligacdo a
receptores e ensaios de actividade antagonista de recep-

tores.

Preparacdo das membranas:

Membranas para ensaios de afinidade e actividade
antagonista sdo preparadas essencialmente como Sse segue.
Células AV-12, que exprimem de forma estédvel o receptor 5-

HT;, sdo cultivadas como uma monocamada em 5 frascos T-150
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em DMEM/F12 (3:1) 5% de FBS, HEPES 20 mM, 400 mg/mL de
geneticina, 50 mg/mlL de tobramicina. Depois de crescer até
90% de confluéncia o meio é removido e substituido por meio
Hybritech contendo 2% de soro de cavalo, 100 mg/mL de
sulfato de dextrano, 1 mg/mL de Nucellin®, 1 mg/mL de
transferrina humana (parcialmente saturada com ferro), 50
mg/mL de tobramicina, HEPES 20 mM, 100 mg/mL de geneticina,
Pluronic F68 a 0,04%. (O meio Hybritech é um meio DMEM/F12
modificado com baixo teor de calcio para suportar o
crescimento de células em suspensdo que tem a férmula
seguinte: biotina 7,3 ng/L, cloreto de célcio anidro 11
mg/L, cloreto de colina 8,98 mg/L, sulfato cuprico b5H,0
3,75 ng /L, D-glucose (dextrose) 6,00 g/L, &acido DL-lipdico
tidéctico 0,21 mg/L, etanolamina HC1 10 mg/L, nitrato
férrico 9*H,0 50 ng/L, sulfato ferroso 7*H,0 0,42 mg/L,
dcido félico 4 mg/L, glicina 30 mg/L, I inositol 12,6 mg/L,
L-alanina 8,9 mg/L, L-arginina HCl 211 mg/L, L-asparagina
H,O 15 mg/L, L &cido aspéartico 13,3 mg/L, L-cistina 2*HC1
62,6 mg/L, &cido L-glutdmico 7,35 mg/L, L-glutamina 1,46
g/L, L-histidina HC1l H,O 42 mg/L, L-isoleucina 105 mg/L, L-
leucina 105 mg/L, L-lisina HCl1 146 mg/L, L-metionina 30
mg/L, L-fenilalanina 66 mg/L, L-prolina 17,25 mg/L, L-
serina 42 mg/L, L-treonina 95 mg/L, L-triptofano 16 mg/L,
sal dissdédico de L-tirosina 104 mg/L, L-valina 94 mg/L,
cloreto de magnésio anidro 28,64 mg/L, sulfato de magnésio
anidro 48,84 mg/L, niacinamida 4 mg/L, KCl1 311,8 mg/L,
purescina 2*HC1l 0,08 mg/L, piridoxal HCl 4 mg/L, piridoxina
HC1 30 npg/L, riboflavina 0,4 mg/L, NacCl 5,50 g/L,

hipoxantina de sdédio 4,77 mg/L, pantotenato de sdédio 4
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mg/L, fosfato de sédio dibédsico anidro 71,2 mg/L, fosfato
de sdédio monobéasico 62,5 mg/L, piruvato de sédio 220 mg/L,
selenito de sdédio 5,00 npg/L, tiamina HCl1 4 mg/L, timidina
0,73 mg/L, vitamina Bl2 0,68 mg/L, sulfato de =zinco 7%*H,0
0,43 mg/L). As células sdo cultivadas de um dia para o
outro para condicionar o meio. Na manhd seguinte, o meio
condicionado (~150 mL no total) é removido e posto de lado
num recipiente estéril. As células s&do tripsinizadas e
colhidas no meio condicionado. Adiciona-se meio de suspen-
sdo fresco para levar o volume total a 500 mL e uma
densidade celular de 5 x 10° células/mL. O volume da
cultura em suspensdo é aumentado repetidamente durante as 3
semanas seguintes para o volume e densidade desejados até a
colheita (densidade celular alvo de aproximadamente 3,5-4,0
x 10° células por mL). As células sdo colhidas por
centrifugacdo a 1500 g, 4°C durante 30 min. O sobrenadante
¢ decantado e os sedimentos de células sSd0 ressuspensos em
soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS) gelado. A
suspensdo celular ¢é dividida em aliquotas em tubos de
centrifuga de 50 mL e centrifugada a 1500 g, 4°C durante 15
min. O sobrenadante é removido, o0s sedimentos sdo pesados e

depois congelados em gelo seco.

Para preparar as membranas, os sedimentos
referidos acima s&o ressuspensos em tampdo Tris gelado
(Tris HC1 20 mM, pH 7,4 a 23°C, EDTA 5 mM) e homogeneizados
com um moinho de tecidos Wheaton. O lisado ¢é subsequen-
temente centrifugado a 200 x g durante 5 min a 4°C para

sedimentar fragmentos grandes dque sdo descartados. O
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sobrenadante é recolhido e centrifugado a 40000 x g durante
60 min a 4°C. O sedimento resultante ¢ ressuspenso num
tampdo final contendo Tris HC1 50 mM e EDTA 0,5 mM, pH 7,4.
As preparacdes de membrana sdo congeladas instantaneamente
em gelo seco e armazenadas a -80°C. As concentracdes de
proteina sdo determinadas pelo método de Bradford. Anal

Biochem., 72:248-254, 197¢.

Para os ensaios de cAMP funcionais, as células
que exprimem 5-HT; de cima s&do cultivadas em baldes de 150
cm’ e processadas essencialmente como se seqgue. O meio é
aspirado dos baldes e as células sdo lavadas com 1 mL de
PBS. As células sdo libertadas da superficie do baléo
utilizando uma solucdo de dissociacdo de células isenta de
enzimas (Specialty Media (www.chemicon.com) CAT# S-004-B) e
ressuspensas em meio completo. Uma amostra das células é
contada e o restante é centrifugado como acima durante 3
min. O sedimento de células resultante é ressuspenso em PBS
numa concentracdo de 1 x 10° células por mL e utilizado

directamente no ensaio de cAMP como descrito.

Afinidade para o receptor 5-HT;: Ensaio de liga-

cdo de radioligandos:

O ensaio de ligacdo do radioligando [°H]5-HT &
realizado utilizando modificacgdes das condicdes de ensaio
descritas por Kahl et al. (J. Biomol. Screen, 2:33-40

(1997), essencialmente como se segue. 0s ensaios de ligacéo
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de radioligandos s&o realizados em placas de microtitulacéo
com 96 pocos, num volume total de 125 pL contendo seguinte
tampdo de reaccdo: Tris 50 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 0,2 mM,
pargilina 10 mM, ascorbato a 0,1%, pH 7,4 a temperatura
ambiente. A ligacdo de competicdo ¢ realizada utilizando
onze concentracdes do composto de teste variando de 0,1 a
10000 nM, na presenca de ["H]5-HT 1 nM. 5-HT n&o marcado
(10 pM) ¢é utilizado para definir a ligacdo ndo especifica.
A reaccdo de ligacdo ¢ iniciada por adicdo de 0,15 upg de
homogeneizado de membranas (2,31 ng/pL, 65 plL por pogo) e
0,5 mg de fluoromicrosferas de ensaio de proximidade de
cintilacdo. As reacgdes sdo 1incubadas a temperatura
ambiente durante 3 h e depois contadas num contador de
cintilag®es Trilux Microbeta™ para detectar o radioligando
ligado ao receptor. Os dados de ligacdo s&o analisados por
andlise de ajustamento a 4 parédmetros assistida por
computador (ID Business Solutions Ltd, Guildford, Surrey,
UK). Os valores da ICsp sédo convertidos em valores de K;
utilizando a equacdo de Cheng-Prusoff. Biochem. Pharmacol.,

22:3099-3108 (1973).

Os compostos exemplificados sdo testados essen-
cialmente como descrito e verificou-se terem valores de K;
<50 nM. O composto do Exemplo 1 ¢ testado essencialmente
como descrito e verifica-se ter um valor de Ki de cerca de

16,2 nM.

A afinidade para outros subtipos de receptores de
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serotonina, bem como para os receptores adrenérgicos alfa 1
& 2 podem ser prontamente determinada por uma modificacdo
do ensaio de ligacdo ao receptor descrito acima utilizando
membranas derivadas de células gque exprimem de forma
estédvel o subtipo de receptor desejado, incluindo os
subtipos 5-HTi.a, 5-HT:x e 5-HT;p, bem como os receptores dos
subtipos 5-HT,n, 5-HTyz, 5-HTyc, 5-HT4, 5-HTs e 5-HTs. A razéo
de selectividade de Ki-x/Ki-sur7, em que Kix € a Ki para o
receptor a ser comparado, ¢ indicativa da afinidade
relativa de um composto para o receptor 5-HT,;. Os compostos
exemplificados sdo testados e tém razbes de selectividade
em relacdo a outros receptores serotonérgicos de 2 4 e
contra receptores andronérgicos de =2 4. 0O composto do
Exemplo 1 ¢é testado essencialmente como descrito e

verifica-se ter o perfil de selectividade seguinte:

Receptor Ex. 1
K; (nM)
5-HTia 213
5-HT:p >3580
5-HT1p 1840
5-HTn >7470
5-HT,g >6810
5-HT,¢ >8360
5-HT, (ndo testado)
5-HTs 4550
5-HT¢ >5830
5-HT, 16,2
Alfa 1 adrenérgico 1380
Alfa 2 adrenérgico >2670
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Ensaio antagonista funcional: Medicdo da formacéo

de cAMP:

O receptor 5-HT; estd funcionalmente acoplado a
uma proteina G medida pela capacidade da serotonina e de
fadrmacos serotonérgicos para estimular a producdo de cAMP
em células CHO transfectadas com o receptor 5-HT;. (Ruat,
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences
(USA), 90:8547-8551, 1993.) Por conseguinte, a actividade
do receptor funcional pode ser medida por determinacdo da
actividade de adenilato ciclase utilizando kit de ensaio de
fluorescéncia resolvida no tempo, homogéneo, a base de
células, disponivel comercialmente, como por exemplo o kit
produzido por Cisbio-US, 1Inc. (Bedford, MA). Essencial-
mente, e utilizando o protocolo e os reagentes fornecidos
pelo fabricante, aproximadamente 20000 células AV-12 que
exprimem receptores 5-HT; humanos (como descrito acima) sé&o
utilizados com concentracdes de dose de compostos de teste
no intervalo descrito para o ensaio de ligacdo. Curvas de
resposta a dose EC-90 para 5-HT sdo medidas em paralelo
para demonstrar o antagonismo competitivo. E também tracada
uma curva padrdo de cAMP em cada experiéncia. Depois de as
placas de ensaio serem lidas num instrumento Envision™
(Perkin-Elmer, Wellesley MA), os dados sdo normalizados
para a curva padrdo e convertidos em percentagem de
inibicdo para anadlise de dados como descrito acima para os
resultados do ensaio de ligacdo ao receptor. 0 K, (nM) ¢é
calculado como uma medida da poténcia antagonista do

composto. Os compostos preferidos sd3o os que tém uma
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percentagem de 1inibicd&o > 75%. Ainda outros compostos
preferidos s&do os que tém Ky <50 nM. O composto do Exemplo
1 é testado essencialmente como descrito e verifica-se ser
um antagonista completo com um valor de K, de cerca de 2,97

nM (inibicdo = cerca de 108%).

Modelo Animal de extravasamento de proteina de

plasma dural (PPE).

0O modelo de extravasamento de proteina de plasma
dural ¢é um modelo estabelecido para a enxaqueca. A
capacidade de um composto de teste de reduzir o extrava-
samento de proteinas do plasma na dura-madter nas condicgbes
de ensaio ¢ considerado indicativo da capacidade do
composto para reduzir ou impedir a inflamacdo da dura-mater
que se pensa ser sintomatica da enxaqueca, (ver Johnson, K.

W. et al., Neuroreport, 8 (1997) 2237-2240).

Para ensaiar compostos quanto a sua capacidade
para reduzir ou evitar o extravasamento de proteina do
plasma dural, ratos Harlan Sprague-Dawley machos (250-350
g) sd@o anestesiados com pentobarbital sédico (65 mg/kg,
i.p.) e colocados numa estrutura estereotéxica (David Kopf
Instruments) com a barra incisora regulada para -2,5 mm.
Apds uma incisdo no na linha média sagital do escalpe, séo
perfurados 2 pares de furos bilaterais através do cranio
(3,2 mm posteriormente, 1,8 e 3,8 mm lateralmente, sendo
todas as coordenadas referenciadas ao bregma). Pares de

eléctrodos de estimulacdo em aco inoxidéavel, isolados
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excepto nas extremidades (Rhodes Medical Systems, Inc.),
sdo baixados através dos orificios em ambos os hemisférios

até uma profundidade de 9,2 mm.

O composto de teste ¢ administrado por via
intravenosa (i.v.) na veia femoral a um volume de dosagem
de 1 mL/kg. Cerca de 8 min apds a injeccdo, administra-se
aos animais isotiocianato de fluoresceina-albumina de soro
bovino (FITC-BSA) (20 mg/kg, i.v.). O FITC-BSA funciona
como um marcador para extravasamento de proteina. Dez
minutos apds a injeccdo do composto de teste, o génglio
trigeminal esquerdo ¢ estimulado electricamente durante 5
min a uma intensidade da corrente de 1,0 mA (5 Hz, pulso de
5 ms a cada 200 mseg) com um instrumento estimulador Grass
modelo S48 com unidade de isolamento fotoeléctrico PSIUG

(Grass-Telefactor).

Alternativamente, a ratos que jejuaram de um dia
para o outro administra-se oralmente o composto de teste
através de sonda géstrica num volume de 2 mL/kg. Cerca de
50 min apdés a administracdo, os animais s&o anestesiados e
colocados na estrutura estereotédxica como descrito acima.
Administra-se aos animais FITC-BSA (20 mg/kg, i.v.) aos 58
min podés-administracdo p.o. Sessenta minutos apds a
administracdo do composto, o0s animais s&do estimulados

electricamente como descrito acima.

Cinco minutos apbds a cessacdo da estimulacdo, os

animais sdo sacrificados por exsanguinacdo com 40 mL de
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soro fisioldgico. O topo do crédnio é retirado e amostras de
membrana durais sdo removidas de ambos o0s hemisférios,
lavadas com &gua e dispostas planas em laminas de
microscdépio. Uma vez secos, o0s tecidos sdo cobertos com

lamelas com uma solucdo de glicerol a 70%/4gua.

A quantidade de FITC-BSA para cada amostra é
quantificada com um microscédpio de fluorescéncia (Zeiss)
equipado com um monocromador de rede, um espectrofotdmetro,
e um patamar activado por computador. As medicdes de
fluorescéncia sdo tomados em 25 pontos de uma rede de 5xb5
em passos de 500 pum em cada amostra dural com um
comprimento de onda de excitacdo de aproximadamente 490 nm
e intensidade de emiss&do medida a cerca de 535 nm. Séo

determinadas a média e o desvio padrédo das 25 medicdes.

0O extravasamento induzido pela estimulacdo eléc-
trica do ganglio trigeminal é um efeito ipsilateral (i.e.
ocorre apenas no lado da dura-mater em qgque o ganglio
trigeminal foi estimulado). Isto permite a utilizacdo da
outra metade (ndo estimulada) da dura-mater outro como um
controlo. Calcula-se a razdo da quantidade de extrava-
samento na dura do lado estimulado sobre a quantidade de
extravasamento no lado ndo estimulado. Animais de controlo
a quem apenas foi administrado soro fisioldgico d&o numa
razdo de aproximadamente 2,0. Em contraste, um composto que
efectivamente impediu o extravasamento na dura-mater do

lado estimulado daria uma razdo de aproximadamente 1,0.
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Os compostos preferidos s&o os que efectivamente
impedem o extravasamento. O composto do Exemplo 1 é testado
essencialmente como descrito e verifica-se ter uma IDigy de

0,1 mg/kg, dando uma razdo de cerca de 1,15.

Embora seja possivel administrar compostos desta
invencdo directamente sem qualquer formulacdo, o0s compostos
sdo normalmente administrados na forma de composicdes
farmacéuticas compreendendo pelo menos um composto de For-
mula I, ou um seu sal farmaceuticamente aceitével, como
ingrediente activo e pelo menos um veiculo, diluente e / ou
excipiente farmaceuticamente aceitédvel. Estas composicdes
podem ser administradas por uma variedade de vias incluindo
oral, sublingual, bucal, intranasal, transdérmica, subcu-
ténea, intravenosa, intramuscular e pulmonar. Essas
composicdes farmacéuticas e processos para a sua preparacao
sdo bem conhecidos na técnica. Ver, e.g., Remington: The
Science and Practice of Pharmacy (University of the
Sciences in Philadelphia, ed., 21°%  ed., Lippincott

Williams & Wilkins Co., 2005).

As composicgdes sdo preferencialmente formuladas
numa forma de dosagem unitdria, contendo cada dosagem de
cerca de 0,1 a cerca de 200 mg, mais habitualmente cerca de
1,0 mg a cerca de 30 mg, do ingrediente activo. O termo
"forma de dosagem unitédria" refere-se a unidades fisica-
mente discretas adequadas como dosagens unitdrias para
individuos seres humanos e outros mamiferos, contendo cada

unidade uma quantidade predeterminada de material activo
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calculada para produzir o efeito terapéutico desejado, em
associacdo com pelo menos um veiculo, diluente e/ou exci-

piente adequado farmaceuticamente aceitavel.

Os compostos sdo geralmente eficazes numa ampla
gama de dosagem. Por exemplo, as dosagens por dia véo
normalmente estar dentro da gama de cerca de 0,01 a cerca
de 30 mg/kg, como por exemplo na gama de cerca de 0,1 a
cerca de 15 mg/kg/dia, numa dose unica ou dividida. No
entanto, entender-se-4 que a quantidade do composto
realmente administrada vai ser determinada por um médico, a
luz das circunsténcias relevantes, incluindo a patologia a
ser tratada, a via de administracdo escolhida, o composto
ou compostos reais administrados, a idade, o peso e a
resposta do doente individual, e a gravidade dos sintomas
do doente e, portanto, as gamas de dosagem acima referidas
ndo pretendem limitar o ambito da invencdo por qualquer
forma. Em alguns casos niveis de dosagem abaixo do limite
inferior referido acima podem ser adequados, engquanto que

noutros casos podem ser utilizadas doses ainda maiores.

O tipo de formulacdo utilizada para a adminis-
tracdo dos compostos da presente invencdo pode ser ditada
pelo composto especifico wutilizado, o tipo de perfil
farmacocinético desejado da via de administracdo seleccio-

nada e o estado do doente.

Lisboa, 17 de Abril de 2012



PE2201002 -1 -

REIVINDICACOES

1. Composto de férmula:

em que:

A é& -C(H)= ou -N=,

R' é um substituinte seleccionado do grupo que consiste em
i) hidrogénio, ii) metilo, iii) etilo, iv) hidroximetilo,
v) hidroxietilo, vi) fenilo opcionalmente substituido com 1
a 3 grupos fluor, vii) benzilo opcionalmente substituido

com 1 a 3 grupos fllor e viii) piridilo;

R? & hidrogénio, metilo ou etilo;

R’ é hidrogénio, metilo ou cloro;

R* é seleccionado do grupo que consiste em i) hidrogénio,
ii) fltor, 1ii) metilo, iv) hidroxilo, v) hidroximetilo,

vi) hidroxietilo, wviil) metoximetilo, wviii) cianometilo e

ix) metilsulfonilaminometilo;
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R° é hidrogénio;

R° e R’ sdo iguais e sdo seleccionados conjuntamente do
grupo que consiste em hidrogénio, metilo e fluor, desde que
quando R®° e R’ ndo sao hidrogénio, R* e R’ sdo ambos

hidrogénio;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

2. Composto de acordo com a reivindicacédo 1, em
que R' é metilo, etilo ou fenilo opcionalmente substituido

com 1 a 2 grupos fluor.

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 2, em

gue R* é hidroxilo, hidroximetilo ou metoximetilo.

4, Composto de acordo com a reivindicacdo 1 que
¢ 3'-[4-(l-etil-5-metil-1H-pirazol-4-ilmetil)-piperazin-1-
il]1-3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipiridin-4-01 ou um seu

sal farmaceuticamente aceitével.

5. Composto que ¢ cloridrato de 3'-(4,4-difluo-
ro-piperidin-1-il)-4-(1,5-dimetil-1H-pirazol-4-ilmetil) -

3,4,5,6-tetra-hidro-2H-[1,2"']bipirazinilo.

6. Composicdo farmacéutica compreendendo um
composto de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 5
como um ingrediente activo em associacdo com um veiculo,

diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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7. Composto de acordo com qualguer das reivin-

dicacgdes 1 a 5 para utilizacdo em terapéutica.

3. Composto de acordo com qualquer das reivin-
dicacgdes 1 a 5 para utilizacdo no tratamento da enxaqueca

em seres humanos.

9. Composto de acordo com qualquer das reivin-
dicacdes 1 a 5 para utilizacdo no tratamento profilatico da

enxaqueca em seres humanos.

10. Utilizagcdo de um composto de acordo com
qualguer das reivindicacdes 1 a 5 no fabrico de um medi-

camento para utilizacdo no tratamento da enxaqueca.

11. Utilizacdo de um composto de acordo com
qualquer das reivindicacdes 1 a b5 para utilizacdo no
fabrico de um medicamento para o tratamento profildtico da

enxaqueca.

Lisboa, 17 de Abril de 2012
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