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DESCRIPCION
Compuestos neurolégicamente activos

La presente invencion se refiere a compuestos neurolégicamente activos, a procesos para su preparacion y a dichos
compuestos para usar como agentes farmacéuticos o veterinarios, en particular para el tratamiento de afecciones
neuroldgicas, mas especificamente enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes

Se cree que la duracién de la vida esta biolégicamente determinada para cada especie, y que la longitud de la vida
humana es incierta, pero puede ser hasta 120 afios. Puesto que la esperanza de vida ha aumentado
significativamente en este siglo, los ancianos son un segmento creciente de la poblacién y sus necesidades de
atencién médica seguiran creciendo durante décadas.

Aunque el envejecimiento normal se caracteriza por modestas reducciones en la masa y el volumen del cerebro
humano, que se puede deber a atrofia 0 muerte de células cerebrales, estos cambios son mucho mas profundos en
los cerebros de los pacientes que sucumben a una enfermedad neurodegenerativa. La mayoria de estas afecciones
es esporadica (es decir, no se deben a mutaciones genéticas) y de causa desconocida, pero cientos de mutaciones
diferentes en muchos genes han demostrado ser la causa de variantes familiares (hereditarias) de varias
enfermedades neurodegenerativas. Muchas de las docenas 0 mas de genes que albergan estas mutaciones fueron
descubiertos en la busqueda para determinar la base genética de enfermedades neurodegenerativas sélo en los
ultimos diez afios. Las enfermedades neurodegenerativas evolucionan gradualmente después de un largo periodo
de la funcién normal del cerebro, debido a la degeneraciéon progresiva (es decir, la disfuncion y la muerte de las
células nerviosas) de regiones especificas del cerebro. Puesto que la expresion sintomatica de la enfermedad ocurre
cuando la pérdida de células nerviosas supera un "umbral” para la funcién continua (por ejemplo, memoria,
movimiento) realizada por la region del cerebro afectada, el inicio real de la degeneracion del cerebro puede
preceder a la expresion clinica en muchos afios.

Las facultades intelectuales y cognitivas superiores integradoras se deterioran progresivamente e interfieren con las
actividades cotidianas en afecciones neuroldgicas que derivan en demencia. La prevalencia exacta de la demencia
en la poblacién anciana se desconoce, pero puede ser el 15% de las personas mayores de 65 afios con un 5%
severamente y un 10% leve a moderadamente demente. La prevalencia de demencia grave aumenta de 1% a los 65
afos a 45% a los 85 afios. Existen muchas causas de demencia, pero la enfermedad de Alzheimer (EA) representa
al 50% de los pacientes con demencia mayores de 65 afos de edad.

La EA es una enfermedad degenerativa primaria del cerebro que se caracteriza por un deterioro progresivo de las
funciones cognitivas como memoria, pensamiento, comprension, calculo, lenguaje, capacidad de aprendizaje y
juicio. Se diagnostica demencia cuando este deterioro es suficiente para afectar las actividades personales de la
vida diaria. La EA presenta un inicio insidioso con un deterioro lento. Esta enfermedad debe ser claramente
diferenciada del deterioro normal, relacionado con la edad, de las funciones cognitivas. El deterioro normal es mucho
menor, mucho mas gradual y deriva en discapacidades mas leves. La aparicion de la EA se produce generalmente
después de los 65 afos de edad, aunque no es infrecuente la aparicion mas temprana. A medida que la edad
avanza, la incidencia aumenta rapidamente (se duplica aproximadamente cada 5 afios). Esto tiene implicaciones
obvias para el nimero total de personas con este trastorno dado que la esperanza de vida aumenta en la poblacion.

La etiologia de la demencia de la EA no es clara. Hay considerable evidencia de una predisposicion hereditaria para
algunas formas de la EA (revisado en St George-Hyslop, 2000), y la expresién de ciertas isoformas de ApoE también
se ha relacionado con un mayor riesgo de EA (Corder et al, 1993; Czech et al 1994). La acumulacion téxica de
aluminio ha sido sugerida como un agente causante de la EA, aunque en la actualidad esta hipétesis ha sido
reemplazada en gran medida. Los cerebros de pacientes con EA tienen depdsitos anormales que incluyen proteina
B-amiloide (AB).

AB es conocida por estar presente en el cerebro de las personas con ciertas enfermedades neurodegenerativas,
pero no se sabe si es un sintoma de un proceso patoldgico subyacente, o esta realmente implicada en la etiologia
de la enfermedad. Por ejemplo, algunos autores creen que los depdsitos de AR pueden ser indicativos de un
mecanismo de defensa normal del cerebro, en el cual el cerebro intenta secuestrar la AB; dichos depdsitos pueden
estar presentes en el cerebro de individuos normales. Existe una mutaciéon de la proteina tau en la cual estan
presentes en el cerebro ovillos neurofibrilares, pero no placas de amiloide, esta afeccién se conoce como tauopatia.

Una propuesta para el tratamiento de la EA es inhibir la produccion de AB en el cerebro. La escision proteolitica de
APP por BACE1 y y-secretasa genera AR de tamaino normal, que luego se libera de las células (Nunan y Small,
2000). Por lo tanto, los inhibidores de BACE1 o de la y-secretasa pueden tener valor terapéutico. Alternativamente,
un numero de estudios han demostrado que el colesterol puede influir en la liberacién de AR (Simons et al., 1998;
Hartmann, 2001; Fassbender et al., 2001; Frears et al., 1999; Friedhoff et al., 2001). Sin embargo, hay ciertas
discrepancias en el area respecto al valor de bajar los niveles de colesterol, y algunos trabajadores consideran que
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el colesterol es en realidad beneficioso. Por ejemplo, Ji et al., (2002) sugirieron que la uniéon de A al colesterol
podria prevenir la toxicidad de A al inhibir su oligomerizacion.

En un enfoque alternativo, se ha propuesto que desentrafiando el procesamiento proteolitico de la proteina
precursora amiloidea (PPA), que genera el monémero del amiloide AB, pueden ser posibles varias potenciales
dianas terapéuticas (Shearman et al., 2000; Sinha et al., 1999), y este enfoque esta en una etapa temprana de
desarrollo clinico. Los intentos de promover la depuracion de AB del cerebro a través de la vacunacion con AB, si
bien es eficaz en un modelo de raton transgénico para EA (Schenk et al. 1999), se encontré que tiene efectos
adversos significativos (Brower, 2002).

Asimismo se ha sugerido que el depoésito de fibrillas tipo amiloide también puede ser importante en otras
enfermedades neurodegenerativas. Estas incluyen la enfermedad de Parkinson, la demencia con formacién de
cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica, la enfermedad de Hallerboden-Spatz y la enfermedad difusa por cuerpos
de Lewy.

Una de las teorias competidoras acerca de la etiologia de la EA es que los pasos causantes se encuentran en la via
de la biogénesis intracerebral y la acumulacién de la proteina amiloide AB (véanse revisiones recientes por Selkoe,
2001; Beyreuther et al., 2001; Bush, 2001). Sin embargo, hasta la fecha no hay drogas ni agentes dirigidos a esta
via que hayan demostrado tener un efecto duradero en la modificacion de la expresion clinica de la enfermedad o la
prevencién o el mejoramiento del deterioro de la funcidon cognitiva asociada a trastornos neurodegenerativos, como
la enfermedad de Alzheimer.

Otra hipoétesis es que la EA es causada por la acumulacion toxica de amiloide AB, debida en parte al exceso de
unién de cobre y zinc, |0nes metallcos que son abundantes en las regiones mas afectadas. Ademas, se ha sugerido
que cuando los iones Zn®* y Cu*" interaccionan con AB, se produce la agregacion de AB en fibrillas y placas (Atwood
et al., 1998); confirmado por los datos recientes de animales ,due carecen de zZn?' sinaptico (Lee et al., 2002).
Tamblen se ha sugerido que las mteracmones redox actlvas Cu?"-AB pueden generar H,0; a partir de O, (Huang et

al., 1999). Se ha demostrado que tanto el Cu** como el Zn** afectan las interacciones AB-membrana lipidica (Curtain
et aI 2001).

El cerebro es un drgano que concentra iones metdlicos y la evidencia reciente sugiere que una falla en la
homeostasis de metales desempefia un papel fundamental en diversas enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la edad. Las caracteristicas comunes de estas enfermedades incluyen el depdsito de proteinas mal
plegadas (cada enfermedad tiene su propia proteina amiloide especifica) y dafio celular sustancial como resultado
del estrés oxidativo. De hecho en la actualidad se estan acumulando rapidamente datos que indican que esas
reacciones metaloquimicas podrian emerger como el denominador comin subyacente a los trastornos neurolégicos
amiloidégenos como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amilotrofica (ELA), las enfermedades
priénicas - como la enfermedad de Creutzfeldt - Jakob (ECJ), las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET),
las cataratas, los trastornos mitocondriales, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington. En esos
casos, la agregacion patolédgica de una proteina especifica es promovida por actividad redox anémala en un entorno
fisiologico tipificado por la presencia de metales de transicion y reductores disponibles. [Bush, 2000 (Curr Opin
Chem Biol. 2000 Apr; 4(2):184-91)].

Un método de tratamiento de la EA que usa yodoclorohidroxiquinolina como antibidtico [también conocida como
clioquinol (CQ)], se da a conocer y se reivindica en las patentes de los Estados Unidos N° 5,994,323 y 6,001,852 por
P.N. Geromylatos S.A. y en la solicitud de patente de los Estados Unidos N° 09/972,913 por Bush et al. El CQ se
retir6 como antibidtico en 1970, debido a su asociacién con un sindrome neuroldgico poco comun, la neuropatia
mieloo6ptica subaguda (NMOS), que se observé Unicamente en Japén en la década de 1960, en pacientes que se
pensaba que habian recibido el farmaco durante largos periodos y probablemente a dosis superiores que las
recomendadas en el momento (Shiraki, 1975). No obstante, la evidencia reciente sugiere que NMOS fue causada
por una deficiencia de vitamina B12 relacionada con el uso excesivo en una poblaciéon excepcionalmente vulnerable,
y por lo tanto podria ser rehabilitado para un estudio en un escenario clinico (Yassin et al., 2000; Bush y Masters,
2001).

Sin embargo, no se proporcionan resultados in vivo en modelos animales ni en seres humanos en las patentes para
Geromylatos y Bush. US 5,994,323 da a conocer una composicién que contiene CQ y vitamina B12, y su uso para el
tratamiento de "enfermedades o trastornos que responden a la administracion de CQ mientras inhiben los efectos
secundarios perjudiciales" del CQ. Estas enfermedades incluyen la EA. US 6,001,852 da a conocer un método de
tratamiento de la EA utilizando CQ, preferentemente junto con vitamina B12. Tanto US 5,994,323 como US
6,001,852 sugieren una dosis de 10-750 mg por dia; US 5,994,323 recomienda que si el tratamiento es por un
periodo largo CQ se debe administrar intermitentemente, por un maximo de 3 semanas cada vez seguido de un
periodo de "reposo farmacolégico” de 1la 4 semanas.

En la solicitud US N° 09/972,913 se hace referencia a CQ exclusivamente en términos de su capacidad para
desagregar los depdsitos de AB. No se discute ningln otro mecanismo de neurotoxicidad. PCT/US99/05291 por el
General Hospital Corporation da a conocer el uso de CQ en combinacion con quelantes de cobre y zinc especificos
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para promover la disolucién de las placas de amiloide y la inhibiciéon de la formaciéon de placas de amiloide o la
produccién de ROS por AB.

US 6,001,852 también sugiere que se podria utilizar una composicién que contenga CQ y vitamina B12 en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson; sin embargo, en este contexto se sugiere que CQ actla principalmente
mediante depuracién de hierro de la sustancia negra.

La eficacia de CQ en el tratamiento de la EA se basa en su capacidad para penetrar en el CNS y luego secuestrar
los metales de transicion, Cu, Zn y Fe de diversas entidades de AB reduciendo asi la toxicidad de AB y liberandola
para la depuracién. La eficacia de CQ esta restringida por su escasa solubilidad en agua que limita su
biodisponibilidad oral. CQ es conocido también por sufrir un importante metabolismo conjugativo y tiene
antecedentes de toxicidad como hemos comentado antes. El hecho de que CQ sea un ligando de un metal
bidentado hace necesario el confinamiento de al menos dos moléculas por cada ion metdlico capturado.
WO/030764180 da a conocer quinazolinonas como moduladores de los receptores nucleares.

Resumen

La presente invencion proporciona compuestos como los definidos en la reivindicaciéon 1 para utilizar en el
tratamiento de afecciones neuroldgicas que incluyen las caracterizadas por una reaccion anormal entre proteinas y
metales.

La publicacion de patente internacional N° W0O2004/031161 describe compuestos heterociclicos que tienen dos
anillos de 6 miembros fusionados con un nitrégeno en la posiciéon 1 y un grupo hidroxi o mercapto en la posicion 8,
con al menos uno de los anillos aromatico. Estos compuestos son Utiles como agentes farmacéuticos o veterinarios,
en particular para el tratamiento de afecciones neurolégicas méas especificamente enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.

En la actualidad hemos desarrollado compuestos heterociclicos que tienen dos anillos de 6 miembros fusionados,
con atomos de nitrégeno en las posiciones 1y 3, un grupo carboxi en la posicion 4 y un grupo hidroxi en la posicion
8, con ambos anillos arométicos, a través de la optimizacién colectiva de una o més de las propiedades siguientes:

(a) quelacion de metales (segun se define méas adelante);

(b) solubilidad acuosa,;

(c) menor toxicidad celular;

(d) propiedades de dispersion del amiloide;

(e) adecuada permeabilidad de la membrana para la penetracion del SNC; y
(f) estabilidad metabdlica.

Estos compuestos caen dentro del &mbito genérico de la publicacion de patente internacional N° 2004/031161, pero
no se dan a conocer especificamente en ese documento e incluyen ejemplos de productos terapéuticos que se
concentran en el SNC mediante transporte activo, contienen actividad antioxidante ademas de sus propiedades de
guelacion de metales que en algunos casos conduce a mejores propiedades de quelacion de metales y demuestran
una estrategia profarmaco que enmascara la porcién 8-hidroxi para favorecer la penetracion del SNC y hacen uso de
la actividad de esterasa conocida que reside en la superficie interna de la barrera hematoencefalica (BHE).

Sin desear regirnos por ninguna teoria, se cree que la naturaleza de los sustituyentes en las posiciones 2 y 3 puede
ser importante para mejorar la desagregacion de la placa. Es preferible que esos sustituyentes sean planos en
términos 3D. Los sustituyentes planos en el sistema de anillo permiten que tanto el ligando libre como el quelato
metalico interaccionen mas eficazmente con, y desagreguen, las placas.

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un compuesto de formula |
RS X

en el cual

R? es H o CH2NR'R? en el cual R y R* se seleccionan independientemente entre H, C1.6 alquilo opcionalmente
sustituido y Cs.6 cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R® es H; Cia alquilo opcionalmente sustituido; C,.4 alquenilo opcionalmente sustituido; Cs. cicloalquilo
opcionalmente sustituido; arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido, opcionalmente condensado con un arilo o
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heteroarilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido que
contiene N, saturado o insaturado, opcionalmente condensado con un arilo o heteroarilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido; (CHz)nR6 en el cual n es un nimero enterode 1 a 6y R® es Ci4 alquilo opcionalmente
sustituido, Cs cicloalquilo opcionalmente sustituido, heterociclilo de 5 o 6 miembros opcmnalmente sustltwdo que
contiene Nitrébgeno, saturado o insaturado, o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; NR ®R% en el cual R® y R®
se seleccionan independientemente entre H, Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido, Cs.¢ cicloalquilo opcionalmente
sustituido, heterociclilo de 5 o 6 miembros opmonalmente sustltwdo gue contiene N, saturado o insaturado, y arilo
de 6 miembros opcionalmente sustituido; NHCOR™ en el cual R es Ci4 alquilo opcionalmente sustituido, Css¢
cicloalquilo opcionalmente sustituido, heterociclilo de 5 o0 6 miembros opmonalmente sustltmdo que contlene N
saturado o insaturado, o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; CH.CONR™R™ en el cual R y R
seleccionan independientemente entre H, Ci. alquilo opcionalmente sustituido, C,.s alquinilo opcmnalmente
sustituido y heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustltwdo que contlene N, opcionalmente condensado
con arilo de 6 miembros opmonalmente sustltwdo y (CHz)mNHR en el cual R™ se selecciona entre Cy alquilo
opcionalmente sustituido y SO,R™ en el cual R™ se selecciona entre C16 alquilo opcionalmente sustituido y arilo de
6 mlembros opcionalmente sustituidoy m es 1 a 6;

R®y R’ se selecciona independientemente entre H y halo; y

XesOo0S;

donde, en las definiciones anteriores, los sustituyentes opcionales se seleccionan entre Ci.4 alquilo, hidroxi, halo,
Ci.4 alcoxi y C14 acilo;

con la condicion de que:

(i) al menos uno de R? y R® no sea H;

(i) al menos uno de R y R sea halo;

(iii) cuando X es O, R® Y R’ son ClyR? es H, entonces R® no sea ciclopropilo ni parafluorofenilo; y
(iv) cuando X es O, R® es H, R” es | y R? es H, entonces R® no sea C2.4 alquilo,

sus sales, hidratos, solvatos, tautdmeros, estereocisomeros y/o isbmeros geométricos.
La invencién también proporciona el compuesto de formula | para utlizar como un producto farmacéutico,
preferentemente un agente neuroterapico 0 neuroprotector, mas preferentemente un antiamiloidégeno.
Preferentemente, la afeccion neurolégica es una enfermedad neurodegenerativa, mas preferentemente amiloidosis
neurodegenerativa como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson.

El compuesto de formula | se administra ventajosamente en forma de una composicion farmacéutica o veterinaria
junto con un portador aceptable para uso farmacéutico o veterinario.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica o veterinaria que contiene el
compuesto de formula | y un portador aceptable para uso farmacéutico o veterinario.

Ademas, de acuerdo con la presente invencion se proporciona un compuesto de férmula | para usar en el
tratamiento, el mejoramiento o la profilaxis de una afeccién neurolégica.

Ademas, de acuerdo con la presente invencion se proporciona el uso del compuesto de férmula | en la fabricacion
de un medicamento destinado al tratamiento, el mejoramiento o la profilaxis de una afeccion neurolégica.

La invencion también proporciona ademas un proceso para la preparacion del compuesto de formula | definido antes
que comprende los pasos de:

(a) hacer reaccionar un compuesto opcionalmente protegido de formula V

RS
COH
. NO,
OH
v

en el cual R® y R’ son los definidos antes con H.NR® en el cual R® es el definido antes, para formar un
compuesto opcionalmente protegido de formula VII
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R5
; CONHR?
R7 NO»
OH
VII
reducir el compuesto de féormula VII para formar un compuesto opcionalmente protegido de férmula VIlI
CONHR?
R7 NHZ
OH
VIII

ciclar el compuesto de formula VIl para formar un compuesto opcionalmente protegido de férmula | en el cual R?

esH;o
ciclar el compuesto de férmula VIIl en presencia de R°CHO, R°COzH o R’C(OR*) en el cual R* es Cy.4 alquilo
opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido y R? es el definido antes.

La invencion también proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de formula | definido antes en el
cual R?es H, que comprende los pasos de:

(a) aminar un compuesto opcionalmente protegido de formula VI

R5
COzH
R7 NHy
OH
VI

en el cual R® y R’ son los definidos antes para formar un compuesto opcionalmente protegido de formula IX

RS 0

IX
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y

(b) hacer reaccionar el compuesto de férmula IX con R%L 0 R°0SO;R* en el cual L es un grupo saliente, Riesel

definido antes y R* es el definido antes.

La invencion también proporciona ademas un proceso para la preparacion del compuesto de formula | definido antes

en el cual R? es H, gue comprende los pasos de:

(a) hacer reaccionar el compuesto opcionalmente protegido de formula VI como el definido antes con un agente
de formilacion, para formar un compuesto opcionalmente protegido de formula X

R5
R?
OH
X
o]
un compuesto opcionalmente protegido de formula Xl
R5
R7
OH
XI

(b) hacer reaccionar el compuesto de férmula X o XI con un agente de acilacién que contenga R? para formar un

compuesto opcionalmente protegido de formula VII
R5

CH
{IT

CORH

NHCHO

COH

NHCOR?

en el cual R? es el definido antes o un compuesto de formula XllI
RS

o
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(c) hacer reaccionar el compuesto de férmula XIl o XIII con H.NR? en el cual R® es el definido antes.

Se comprenderd que los grupos protectores cuando estan presentes pueden ser eliminados en cualquier paso
adecuado de los procesos descritos antes.

También encontramos un proceso menos complejo para preparar el precursor de los productos intermedios de las
férmulas V y VI descritos mas adelante cuando tanto R® como R’ son halo en una gran proporcion.

Por lo tanto, ademas de acuerdo con la presente invencion se proporciona un proceso para la preparacion de un
compuesto de féormula VI
R5

CO,H

RrR?

OH
IV

en el cual R® y R’ se seleccionan independientemente de halo, que comprende el paso de diazotacion de un
compuesto de formula Il
RS

R

NH,

ITI
en el cual R® y R’ son los definidos en la férmula IV anterior.

El compuesto de formula Ill se prepara convenientemente reduciendo un compuesto de formula Il
. RS

CO,H

R7
NO,

II
en el cual R® y R’ son los definidos en la férmula IV anterior.

El compuesto de férmula IV es un precursor en la preparacion de los productos intermedios de formulas Vy VI

RS RS
CO,H CO.H
R7 NG, R NH,
OH : OH
v Vi

en los cuales R® y R’ son los definidos en la formula IV anterior, que se pueden usar para preparar los compuestos
de formula II.
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Por lo tanto, la presente invencion tamblen proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de férmula V
como el definido antes en el cual R® y R’ son los definidos en la férmula IV anterior, gue comprende los pasos de:

(a) preparacion del compuesto de férmula IV mediante el proceso definido antes; y
(b) nitracién del compuesto de féormula IV.

La presente invencion progormona ademas un proceso para la preparacion del compuesto de férmula VI como el
definido antes en el cual R” y R’ son los definidos en la férmula IV anterior, que comprende los pasos de:

(a) preparacién del compuesto de férmula V como el definido antes; y
(b) reduccién del compuesto de formula V definido antes.

Descripcion detallada

En la especificacién del titulo, excepto que el contexto requiera algo diferente debido al lenguaje expreso o
implicacion necesaria, las palabras “comprender” o variaciones como “comprende(n)’ o “que comprende(n)” se
utilizan en sentido inclusivo, es decir para especificar la presencia de las caracteristicas establecidas pero no para
excluir la presencia o la adicion de otras caracteristicas en diversas realizaciones de la invencion.

Cabe destacar que, segun se usa en la especificacion del titulo, las formas singulares “un”, “una” y “el”, “la” incluyen
aspectos plurales a menos que el contexto claramente estipule lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a “un
compuesto” incluye un Unico compuesto, asi como dos 0 mas compuestos; y asi sucesivamente.

Un compuesto preferido de formula | es un compuesto de férmula IA:
RS X

OH

en el cual

R5 R’ y X son los definidos en la formula | anterior; y

R® es Ci4 alquilo opcionalmente sustituido; Cz.4 alquenilo opcionalmente sustituido; un heterociclilo de 5 o 6
miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o msaturado opcionalmente condensado con un arilo
0 heteroarilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; (CHz)nR enelcualnesla3i3y R® es Cas cicloalquilo
opcionalmente sustltwdo o un heterOC|cI|I0 de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o
insaturado; NR®R® en el cual R® es Hy R es H 0 Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido; NHCOR™ en el cual R es Ci4 alquilo opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido.

Preferentemente Ry R’ son ambos halo, mas preferentemente cloro.

A continuacién se muestran ejemplos ilustrativos de compuestos de formula IA.

ct o] O cl o
ohs O
cl N) ' cl N)
. OH

CH

1075 1076
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En los ejemplos ilustrativos de los compuestos de formula IA, los compuestos 1076, 1077, 1082, 1083, 1084, 1085,
1087, 1088, 1089, 1091, 1092, 1093, 1097, 1098, 1099, 1100, 1101, 1107, 1108, 1109, 1110, 1112, 1115y 1126
poseen sustituyentes planos en la posicion 3, como, Ci4 alquilo opcionalmente sustituido; C,.x alquenilo
opcionalmente sustituido; heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o
insaturado, opcionalmente condensado con un arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido, (CHz)nRG en el cual n
esla3dy R® es Cas cicloalquilo opcionalmente sustituido o un heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente
sustituido que contiene N, saturado o insaturado; y NR®R? en el cual R® es Hy R® es H 0 Cy.4 alquilo opcionalmente
sustituido o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido. De esos compuestos planos de formula IA, los
compuestos 1100 y 1101 también poseen una muy buena desagregacion.

Otro compuesto preferido de formula | es un compuesto de férmula IB:
R® X

1B

en el cual R?, R®, R” y X son los definidos en la férmula | anterior.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2425476 T3

Preferentemente R? es CHNR'R* en el cual R* y R* se seleccionan independientemente entre H, Ci.s alquilo
opcionalmente sustituido y Cs. cicloalquilo opcionalmente sustituido.
Preferentemente R® y R’ son ambos halo, mas preferentemente cloro.

A continuacién se muestran compuestos ilustrativos de férmula IB.

Cl &}
- . cl o
NH o
4)\/14512 NH
Cl N
CH cl N
.HBr : OH HBr

1128 . 1147
Ambos ejemplos ilustrativos de formula IB poseen sustituyentes planos en la posicion 2, como, CH:NR'R* en el cual
R'y R* se seleccionan independientemente entre C1.6 alquilo opcionalmente sustituido. El compuesto 1128 también
posee muy buena desagregacion.

Otra subclase del compuesto de férmula | es un compuesto de formula IC:

R® X
RSC
4 ~
4N
/zk
R7 r:' RZc
OH
IC

en el cual
R>, R’y X son los definidos en la férmula | anterior; y

R?® es CH,NR'R* en el cual R' y R* se seleccionan independientemente entre H y Ci.¢ alquilo opcionalmente
sustituido; y

R* es Ciy alquilo opcionalmente sustituido.
Preferentemente R’ y R’ son ambos halo, mas preferentemente cloro.

A continuacién se muestran compuestos ilustrativos de férmula IC.
c

.
¢ N’lﬁ

OH HN
.HBr ~

1161
El grupo 8-hidroxilo en los compuestos de férmula | se puede bloguear para formar un profarmaco, en particular un
éster profarmaco. El grupo 8-hidroxi representa un sitio principal de metabolismo para el compuesto de formula I: la

conjugaciéon con acido glucurénico o sulfato produce especies hidréfilas prontas para ser excretadas. Dichos
conjugados probablemente no atraviesan la barrera hematoencefalica. El éster profarmaco puede proteger el
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compuesto de férmula | de la conjugacién. Las esterasas integrales de la barrera hematoenceféalica pueden después
liberar el C8-hidroxi en el pasaje a través de esa barrera activando el compuesto para su funcién en el SNC.

Sin desear regirnos por ninguna teoria, se cree que los sustituyentes R® y R® tienen generalmente un efecto limitado,
electrénica o estéricamente, en las propiedades quelantes de los compuestos de la presente invencion. Por
consiguiente, se puede usar la sustitucién para modular otros pardmetros como la citotoxicidad y las propiedades
fisicoquimicas que incluyen el nimero de dadores y aceptores de enlaces de hidrogeno, la lipofilicidad (ClogP,
ElogP y LogD), la solubilidad y la superficie polar. La modulaciéon de esos parametros contribuye a la optimizacion
del perfil farmacocinético de los compuestos. También se postula que los sustituyentes R? y R’ ademas de modular
la citotoxicidad y las propiedades fisicoquimicas podrian también afectar la actividad si los sustituyentes
proporcionan propiedades quelantes.

Los términos "Ci.¢ alquilo” o "C1.4 alquilo” utilizados solos o en frases como "Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido” se
refieren a grupos hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que tienen de 1 a 6 y 1 a 4 atomos de carbono
respectivamente. Son ejemplos ilustrativos de dichos grupos alquilo: metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo,
sec-butilo, tert-butilo, pentilo, neopentilo o hexilo, preferentemente metilo, etilo o propilo.

Los términos "(CHz)." o "(CH2)n" segln se usan en este documento incluyen tanto cadenas lineales como
ramificadas.

El término "C..¢ alquinilo" utilizado solo o en frases como "Cz¢ alquinilo opcionalmente sustituido" se refiere a grupos
hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que tienen entre 2 y 6 atomos de carbono y ademas un triple enlace. Son
ejemplos ilustrativos de dichos grupos: etinilo, 1-propinilo, 1- y 2-butinilo, 2-metil-2-propinilo, 2-pentinilo, 3-pentinilo,
4-pentinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 4-hexinilo y 5-hexinilo.

El término "Cs.6 cicloalquilo” utilizado solo o en frases como "Cs. cicloalquilo opcionalmente sustituido” se refiere a
grupos carbociclico saturados que tienen 3 a 6 atomos de carbono. Son ejemplos ilustrativos de dichos grupos:
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo, preferentemente ciclopropilo.

La expresion "grupo heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o insaturado,
opcionalmente condensado con un arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido "utilizada sola o en frases como
"grupo heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o insaturado,
opcionalmente condensado con un arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido” se refiere a grupos heterociclicos
monaociclicos o policiclicos que contienen al menos un atomo de nitrégeno y opcionalmente otros heteroatomos
seleccionados entre azufre y oxigeno.

Los grupos heterociclicos adecuados incluyen grupos heterociclicos que contienen N, como grupos
heteromonociclicos de 5 o 6 miembros insaturados que contienen de 1 a 4 &omos de nitrégeno, por ejemplo,
pirrolilo, pirrolinilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, piridinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo, triazolilo o tetrazolilo;
grupos heteromonociclicos de 5 o 6 miembros saturados que contienen de 1 a 4 atomos de nitrbgeno, como
pirrolidinilo, imidazolidinilo, piperidino o piperazinilo;

grupos heterociclicos condensados insaturados que contienen de 1 a 5 atomos de nitrégeno, como indolilo,
isoindolilo, indolizinilo, bencimidazolilo, quinolilo, isoquinolilo, indazolilo, benzotriazolilo o tetrazolopiridazinilo.

grupos heteromonociclicos de 5 0 6 miembros insaturados que contienen 1 a 2 4&tomos de oxigeno y 1 a 3 &tomos
de nitrégeno, como oxazolilo, isoxazolilo o oxadiazolilo;

grupos heteromonociclicos de 5 o 6 miembros saturados que contienen 1 a 2 &tomos de oxigeno y 1 a 3 atomos de
nitrégeno, como morfolinilo;

grupos heteromonociclicos de 5 0 6 miembros insaturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 4tomos de
nitrégeno, como tiazolilo o tiadiazolilo; y

grupos heteromonaociclicos de 3 a 6 miembros saturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 atomos de
nitrégeno, como tiazolidinilo;

Preferentemente el heterociclilo es un grupo heteromonociclico de 5 o 6 miembros insaturado que contiene 1 a 3
atomos de nitrégeno, como pirazolilo, piridinilo o pirimidinilo; un grupo heteromonociclico de 5 o 6 miembros
saturado que contiene 1 a 4 atomos de nitrdgeno, como pirrolidinilo o piperazinilo; un grupo heterociclico
condensado insaturado que contiene 1 a 5 atomos de nitrégeno, como bencimidazolilo; un grupo heteromonociclico
de 5 0 6 miembros saturado que contiene 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 a&tomos de nitrégeno, como morfolinilo; o
un grupo heteromonociclicos de 5 o 6 miembros insaturado que contiene 1 a 2 4tomos de azufre y 1 a 3 4tomos de
oxigeno, como tiazolilo.

La expresion “arilo de 6 miembros” utilizada sola o en frases como “arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido”
indica un grupo carbociclico aromatico de 6 miembros. Un ejemplo ilustrativo de dichos grupos arilo es fenilo.
Preferentemente, el arilo es fenilo opcionalmente sustituido como 4-halofenilo, mas preferentemente 4-fluorofenilo.

La expresién “heteroarilo de 6 miembros” utilizada sola o en frases como “heteroarilo de 6 miembros opcionalmente
sustituido” indica un heteroclico aromatico de 6 miembros que contiene uno o mas heteroatomos. Los ejemplos
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incluyen piridilo, pirazinilo, pirimidinilo y piridazinilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con
metilo 0 metoxi.

El término “halo” se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo, preferentemente flior, yodo o cloro, mas preferentemente
cloro.

La expresion "opcionalmente sustituido" se refiere a un grupo que puede, 0 no, estar sustituido con uno o mas
grupos seleccionados entre Ci.4 alquilo, hidroxi, halo, C1.4 alcoxi o Ci-4 acilo.

La expresion “grupo protector” se refiere a una funcionalidad introducida que torna grupos funcionales particulares
como hidroxi, amino, carbonilo o carboxi en grupos no reactivos en las condiciones seleccionadas, y que luego
puede ser opcionalmente eliminado para desenmascarar al grupo funcional. Un grupo protector de hidroxi es aquel
que puede tornar temporalmente no reactivo a un grupo hidroxi. Un grupo protector de hidroxi se refiere a un grupo
hidroxi que se ha tornado temporalmente no reactivo por un grupo protector de hidroxi. Un grupo fenilo protegido es
aquel en el cual los sustituyentes reactivos unidos, como OH, NH», estan protegidos por un grupo protector. Los
grupos protectores adecuados son conocidos en el area y se describen en Protective Groups in Organic Synthesis,
tercera edicion, T.W. Greene y P.G. White, John Wiley & Sons, Inc., 1999, asi como métodos para su instalacion y
eliminacion. Los ejemplos de grupos protectores que se pueden usar para proteger un grupo hidroxi incluyen, pero
no exclusivamente, grupos sililo (por ej. trimetilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo), grupos bencilo (por e;j.
bencilo, metoxibencilo, nitrobencilo), grupos alquilo (por ej. metilo, etilo, n- e i-propilo, y n-, sec- y t-butilo) y grupos
acilo (por ej. acetilo y benzoilo).

El grupo saliente puede ser de cualquier tipo conocido adecuado, como, por ejemplo, los grupos salientes dados a
conocer en J. March, "Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms and Structure" 42 edicion, pp 352-357,
John Wiley & Sons, Nueva York, 1992. Preferentemente, el grupo saliente es halégeno.

La expresion “quelante de metal” se usa en este documento en su sentido mas amplio y se refiere a compuestos que
tienen dos o mas atomos dadores capaces de unirse a un atomo de metal preferentemente Cu, Zn o Fe donde al
menos dos de los atomos dadores son capaces de unirse simultAneamente al &tomo de metal y el complejo metélico
resultante tiene una estabilidad termodindmica mayor o igual que la del complejo ion metalico:ligando bioldgico. El
uso de quelantes de metales como tratamiento para trastornos neuroldgicos en la presente invencion se distingue
del concepto conocido previamente de “terapia de quelacion”. La “terapia de quelacion” es un término asociado
clinicamente a la eliminaciéon de metales pesados como en la enfermedad de Wilson, la talasemia y la
hemocromatosis. La falla en la homeostasis de los metales en estas enfermedades se puede describir como un
evento catastréfico como un dique que se desborda produciendo una abrumadora inundacién del metal problema. El
mecanismo de accion de dichos compuestos es que el metal pesado es secuestrado por los quelantes y depurado
por excrecion. A modo de comparacion la falla en la homeostasis de los metales asociada a las afecciones
neuroldgicas de la presente invencién es mas parecida al constante goteo de un grifo que si se deja el tiempo
suficiente causara con el tiempo un dafio local durante un prolongado periodo de tiempo. La intencidn del "quelante
de metales" de la presente invencién es interrumpir una interaccion metal-proteina anormal para lograr una sutil
reparticion de los metales y una posterior normalizacion de la distribucion de los metales con el objetivo de que una
vez superado el ciclo toxico, los procesos enddgenos de depuracion puedan enfrentar mas eficazmente la
acumulacion de la proteina amiloidégena.

Las sales del compuesto de férmula | son preferentemente farmacéuticamente aceptables, pero se comprendera
que las sales que no son farmacéuticamente aceptables también estan comprendidas por el alcance de la presente
invencién, puesto que son utiles como productos intermedios en la preparacion de sales farmacéuticamente
aceptables. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de cationes farmacéuticamente
aceptables como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, amonio y alquilamonio; sales de adicion de acido de acidos
inorganicos farmacéuticamente aceptables como clorhidrico, ortofosférico, sulfdrico, fosférico, nitrico, carboénico,
bérico, sulfamico y bromhidrico; o sales de &cidos organicos farmacéuticamente aceptables como acético,
propionico, butirico, tartarico, maleico, hidroximaleico, fumarico, citrico, lactico, mdcico, glucoénico, benzoico,
succinico, oxalico, fenilacético, metanosulfénico, trihalometanosulfénico, toluenosulfénico, bencenosulfénico,
salicilico, sulfanilico, aspértico, glutamico, edético, esteérico, palmitico, oleico, laurico, pantoténico, tanico, ascdrbico
y valérico.

Ademas, algunos de los compuestos de la presente invencion pueden formar solvatos con agua o solventes organicos
comunes. Dichos solvatos estan comprendidos por el alcance de la presente invencion.

El término “antioxidante” se usa en este documento en su sentido mas amplio y se refiere a un grupo que tiene la
capacidad de reaccionar con una especie reactiva de oxigeno con un radical hidroxilo de manera de generar un
producto no téxico. Los ejemplos incluyen fenoles como 3,4,5-trimetoxifenilo y 3,5-di-t-butil-4-hidroxifenilo,
indolaminas como melatonina y flavonoides. Otros ejemplos se pueden encontrar en la bibliografia (Wright, 2001;
Karbownik, 2001; Gilgun-Sherki, 2001).
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El término “tautdmero” se usa en este documento en su sentido mas amplio para incluir compuestos de férmula | que
son capaces de existir en un estado de equilibrio entre dos formas isémeras. Dichos compuestos pueden diferir en el
enlace que conecta dos atomos o grupos Yy la posicion de esos atomos o grupos en el compuesto.

El término “isomero” se usa en este documento en su sentido mas amplio e incluye isdmeros estructurales,
geomeétricos y estereoisémeros. Dado que el compuesto de féormula | puede tener una o0 mas centros quirales, es
capaz de existir en formas enantioméricas.

Las composiciones de la presente invencion contienen al menos un compuesto de férmula | junto con uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables y opcionalmente otros agentes terapéuticos. Cada portador, diluyente,
adyuvante o excipiente debe ser farmacéuticamente “aceptable” en el sentido de que debe ser compatible con los
otros ingredientes de la composicién y no debe ser perjudicial para el sujeto. Las composiciones incluyen las
adecuadas para administracién oral, rectal, nasal, topica (incluidas bucal y sublingual), vaginal o parenteral (como
subcutanea, intramuscular, intravenosa e intradérmica). Las composiciones se pueden presentar de manera
conveniente en formas farmacéuticas unitarias y se pueden preparar por cualquiera de los métodos conocidos en el
area farmacéutica. Dichos métodos incluyen el paso de asociar el principio activo con el portador constituido por uno
0 mas ingredientes accesorios. En general, las composiciones se preparan asociando uniforme e intimamente el
principio activo con portadores liquidos, diluyentes, adyuvantes o excipientes, o portadores sdlidos finamente
divididos, o ambos, y luego si fuera necesario dando forma al producto.

La expresion “afeccidon neurolégica” se usa en este documento en su sentido mas amplio y se refiere a afecciones
en las cuales diversos tipos de células del sistema nervioso estdn degeneradas y/o han sido dafiadas como
resultado de lesiones o exposiciones o trastornos neurodegenerativos. En particular, el compuesto de formula | se
puede usar para el tratamiento de afecciones resultantes, en las cuales el dafio a las células del sistema nervioso se
produjo debido a intervenciones quirdrgicas, infecciones, exposicion a agentes toxicos, tumores, déficits
nutricionales o trastornos metabolicos. Ademas, el compuesto de formula | se puede usar para el tratamiento de
secuelas de trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
esclerosis mdiltiple, la esclerosis lateral amiotréfica, la epilepsia, la toxicomania o drogadiccion (alcohol, cocaina,
heroina, anfetamina o anélogos), los trastornos o las lesiones de la médula ésea, la distrofia 0 degeneracion de la
retina neural (retinopatias) y las neuropatias periféricas, como neuropatia diabética o las neuropatias periféricas
inducidas por toxinas.

La expresion “trastorno neurodegenerativo” segun se usa en este documento se refiere a una anomalia en la que la
integridad neuronal estd amenazada. La integridad neuronal puede estar amenazada cuando las células neuronales
tienen menor supervivencia o cuando las neuronas ya no pueden propagar una sefal.

Los trastornos neuroldgicos que pueden ser tratados con el compuesto de la presente invencién incluyen porfiria
intermitente aguda; cardiomiopatia inducida por adriamicina; demencia por sida y neurotoxicidad inducida por VIH-1;
enfermedad de Alzheimer; esclerosis lateral amiotrofica; aterosclerosis; cataratas; isquemia cerebral; pardlisis
cerebral; tumor cerebral; dafio organico inducido por quimioterapia; nefrotoxicidad inducida por cisplatino; cirugia de
derivacion aortocoronaria; enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante asociada a la enfermedad de la
"vaca loca"; neuropatia diabética; sindrome de Down; ahogamiento; epilepsia y epilepsia postraumatica; ataxia de
Friedrich; demencia frontotemporal; glaucoma; glomerulopatia; hemocromatosis; hemodidlisis; hemdlisis; sindrome
urémico hemolitico (enfermedad de Weil); accidente cerebrovascular hemorragico; enfermedad de Hallerboden-
Spatz; ataque cardiaco y lesion por reperfusion; enfermedad de Huntington; enfermedad por cuerpos de Lewy;
claudicacioén intermitente; accidente cerebrovascular isquémico; enfermedad inflamatoria intestinal; degeneracion
macular; malaria; toxicidad inducida por metanol; meningitis (aséptica y tuberculosa); enfermedad de la neurona
motora; esclerosis multiple; atrofia multisistémica; isquemia miocardica; neoplasia; enfermedad de Parkinson; asfixia
perinatal; enfermedad de Pick; paralisis supranuclear progresiva; dafio organico inducido por radioterapia;
reestenosis posterior a angioplastia; retinopatia; demencia senil; esquizofrenia; septicemia; choque séptico;
encefalopatias espongiformes; hemorragia subaracnoidea/vasoespasmo cerebral; hematoma subdural; traumatismo
quirdrgico, incluida neurocirugia; talasemia; ataque isquémico transitorio (AIT); lesién cerebral traumatica (LCT);
lesion de médula 6sea traumatica; trasplante; demencia vascular; meningitis viral; y encefalitis viral.

Ademas, el compuesto de la presente invencién también se puede usar para potenciar los efectos de otros
tratamientos, por ejemplo para potenciar los efectos neuroprotectores del factor de crecimiento nervioso derivado del
cerebro.

La invencion apunta especialmente a afecciones que inducen dafio oxidativo del sistema nervioso central, que
incluyen los trastornos neurolégicos agudos y crénicos como lesion cerebral traumatica, lesién de la médula ésea,
isquemia cerebral, accidente cerebrovascular (isquémico y hemorragico), hemorragia subaracnoidea/vasoespasmo
cerebral, tumor cerebral, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante asociada
a la enfermedad de la "vaca loca", enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia de Friedrich,
cataratas, demencia con formacién de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, enfermedad de Hallerboden-Spatz,
enfermedad difusa por cuerpos de Lewy, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de la neurona motora, esclerosis
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multiple, insomnio familiar fatal, enfermedad de Gertsmann Straussler Sheinker hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis de tipo Dutch.

Mas particularmente, la invencion apunta al tratamiento de la amiloidosis neurodegenerativa. Amiloidosis
neurodegenerativa puede ser cualquier afeccién en la cual se produce dafio neurolégico como resultado de la
formacion de depdsitos de amiloide. El amiloide puede ser formado por diferentes proteinas o polipéptidos
precursores, incluidos, pero no exclusivamente, AR, sinucleina, huntingtina o proteina pridnica.

Por lo tanto, la afeccion se selecciona preferentemente del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer
esporadica o familiar, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de la neurona motora, cataratas, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante asociada a la enfermedad de la "vaca loca",
enfermedad de Huntington, demencia con formacion de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, enfermedad de
Hallerboden-Spatz y enfermedad difusa por cuerpos de Lewy.

Mas preferentemente la amiloidosis neurodegenerativa es una afeccion relacionada con AB, como la enfermedad de
Alzheimer o la demencia asociada al sindrome de Down o una de las varias formas autosémicas dominantes de la
enfermedad de Alzheimer familiar (revisado en St George-Hyslop, 2000). Muy preferentemente la afeccion
relacionada con A es la enfermedad de Alzheimer.

En una realizacion particularmente preferida de todos los aspectos de la invencion, antes del tratamiento el sujeto
tiene una funcién cognitiva moderada o gravemente deteriorada, evaluada segun la escala de evaluacion de la
enfermedad de Alzheimer-prueba cognitiva (ADAS-cog), por ejemplo, un valor de ADAS-cog de 25 o mayor.

Ademas de frenar o detener el deterioro cognitivo de un sujeto, el compuesto y los métodos de la invencion también
pueden ser adecuados para usar en el tratamiento o la prevencion de enfermedades neurodegenerativas, o pueden
ser adecuados para usar en el alivio de los sintomas de las enfermedades neurodegenerativas. El compuesto puede
ser capaz de proporcionar al menos una reversion parcial del deterioro cognitivo experimentado por los pacientes. Si
se administra a un sujeto que se ha identificado que tiene un mayor riesgo de predisposicion a enfermedades
neurodegenerativas, 0 a un sujeto que presenta manifestaciones preclinicas de deterioro cognitivo, tales como el
deterioro cognitivo leve o minimo, o el deterioro cognitivo progresivo, estos métodos y compuestos pueden ser
capaces de prevenir o retrasar la aparicion de sintomas clinicos, ademas del efecto de frenar o reducir la velocidad
del deterioro cognitivo.

Actualmente la enfermedad de Alzheimer y otras demencias generalmente no se diagnostican hasta que aparecen
uno o mas sintomas de advertencia. Estos sintomas constituyen un sindrome conocido como deterioro cognitivo
leve (DCL), que recientemente fue definido por la Academia Americana de Neurologia y se refiere al estado clinico
de los individuos que tienen deterioro de la memoria, pero que por otra parte funcionan bien, y que no cumplen con
los criterios clinicos de demencia (Petersen et al., 2001). Los sintomas del DCL incluyen:

(1) Pérdida de memoria que afecta el rendimiento laboral
(2) Dificultad para realizar tareas que le son familiares
(3) Problemas para encontrar las palabras correctas

(4) Desorientacion en tiempo y espacio (perderse)

(5) Pobreza o declinacion del juicio

(6) Problemas con el pensamiento abstracto

(7) Extravio de objetos en forma reiterada

(8) Cambios de humor o comportamiento

(9) Cambios en la personalidad

(10) Pérdida de iniciativa

El DCL se puede detectar mediante exdmenes cognitivos convencionales, como el Mini Examen del Estado Mental y
Deteccion del Deterioro de Memoria, y la deteccion con baterias neuropsicolégicas.

El término "sujeto" segun se utiliza en este documento se refiere a cualquier animal que tenga una enfermedad o
afeccion que requiera tratamiento con un principio farmacéuticamente activo. El sujeto puede ser un mamifero,
preferentemente un ser humano, o puede ser un animal doméstico o de compafiia. Si bien se prevé particularmente
gue el compuesto de la invencion es adecuado para usar en el tratamiento médico de los seres humanos, también
es aplicable al tratamiento veterinario, que incluye el tratamiento de animales de compafiia como perros y gatos y
animales domésticos como caballos, ponis, burros, mulas, llamas, alpacas, cerdos, ganado y ovejas, 0 animales de
zoologico como primates, felinos, canidos, bévidos y ungulados.

Los mamiferos adecuados incluyen los miembros de la orden Primates, Rodentia, Lagomorpha, Cetacea, Carnivora,

Perissodactyla y Artiodactyla. Los miembros de la orden Perissodactyla y Artiodactyla se prefieren particularmente
debido a su biologia similar y a su importancia econémica.
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Por ejemplo, Artiodactyla comprende aproximadamente 150 especies distribuidas en nueve familias: cerdos
(Suidae), pecaries (Tayassuidae), hipopotamos (Hippopotamidae), camellos (Camelidae), cervatillos (Tragulidae),
jirafas y okapi (Giraffidae), ciervos (Cervidae), berrendos (Antilocapridae) y ganado, ovejas, cabras y antilopes
(bévidos). Muchos de esos animales se utilizan como animales de cria en varios paises. Mas importante adn,
muchos de los animales econémicamente importantes tales como cabras, ovejas, vacas y cerdos tienen una biologia
muy similar y comparten un alto grado de homologia genémica.

La orden Perissodactyla comprende caballos y burros, que son ambos econdémicamente importantes y estan
estrechamente relacionados. De hecho, es bien sabido que los caballos y los burros se cruzan.

Segun se usa en este documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de un
compuesto de la presente invencion eficaz para producir una respuesta terapéutica deseada, por ejemplo, tratar,
mejorar o prevenir una afeccién neuroldgica.

La “cantidad terapéuticamente eficaz” especifica variara, evidentemente, con varios factores como la afeccion
particular en tratamiento, la condicion fisica del sujeto, el tipo de sujeto en tratamiento, la duracion del tratamiento, la
naturaleza de la terapia concurrente (si la hubiera), y las formulaciones especificas empleadas y la estructura del
compuesto.

El compuesto de la presente invencion se puede combinar ademés con otros medicamentos para proporcionar una
combinacién operativa. Se pretende incluir cualquier combinacién quimicamente compatible de principios
farmacéuticamente activos, en tanto la combinacién no elimine la actividad del compuesto de formula | o Il. Se
comprendera que el compuesto de la invencion y el otro medicamento se pueden administrar por separado,
consecutivamente o simultdneamente.

Otros medicamentos pueden incluir, por ejemplo, cuando la afeccion es una afeccion relacionada con 3-amiloide,
particularmente la enfermedad de Alzheimer, un inhibidor del sitio activo de la acetilcolinesterasa, por ejemplo
fenserina, galantamina o tacrina; un antioxidante como vitamina E o vitamina C; un antiinflamatorio como
flurbiprofeno o ibuprofeno opcionalmente modificado para liberar 6xido nitrico (por ejemplo NCX-2216, producido por
NicOXx) o un estrégeno como 17-f-estradiol.

Los métodos y los portadores farmacéuticos para la preparacion de composiciones farmacéuticas son bien
conocidos en el area, como se indica en libros de texto como Remington's Pharmaceutical Sciences, 20?2 edicion,
Williams & Wilkins, Pennsylvania, Estados Unidos.

Segun se usa en este documento, un "portador farmacéutico” es un solvente un suspendente o un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para administrar el compuesto de férmula | o 1l al sujeto. El portador puede ser liquido
0 solido y se selecciona con la manera planificada de administracibn en mente. Cada portador debe ser
farmacéuticamente “aceptable” en el sentido de que debe ser compatible con los otros ingredientes de la
composicion y no debe ser perjudicial para el sujeto.

El compuesto de formula | se puede administrar por via oral, topica o parenteral en formulaciones en unidades de
dosificacion que contienen portadores, adyuvantes y vehiculos no téxicos convencionales farmacéuticamente
aceptables. El término parenteral segun se usa en este documento incluye inyecciones subcutaneas, aerosol para
administracion a los pulmones o la cavidad nasal, técnicas de inyeccién o infusion intravenosas, intramusculares,
intratecales e intracraneales. La presente invencion también proporciona formulaciones farmacéuticas tépicas,
orales y parenterales adecuadas para utilizar en los métodos nuevos de tratamiento de la presente invencion. Los
compuestos de la presente invencion se pueden administrar oralmente como comprimidos, suspensiones acuosas u
oleosas, pastillas, trociscos, polvos, granulos, emulsiones, capsulas, jarabes o elixires. La composicion para uso oral
puede contener uno o mas agentes seleccionados del grupo de los edulcorantes, saborizantes, colorantes y
conservantes para producir preparaciones farmacéuticamente elegantes y agradables al paladar. Los edulcorantes
adecuados incluyen sacarosa, lactosa, glucosa, aspartamo o sacarina. Los desintegrantes adecuados incluyen
almidén de maiz, metilcelulosa, polivinilpirrolidona, goma xantano, bentonita, &cido alginico o agar. Los saborizantes
adecuados incluyen esencia de menta piperita, esencia de wintergreen, saborizantes de cereza, naranja 0
frambuesa. Los conservantes adecuados incluyen benzoato de sodio, vitamina E, alfatocoferol, acido ascérbico,
metilparabeno, propilparabeno o bisulfito de sodio. Los lubricantes adecuados incluyen estearato de magnesio, acido
estedrico, oleato de sodio, cloruro de sodio o talco. Los retardantes adecuados incluyen monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo. Los comprimidos contienen el principio activo mezclado con excipientes no toxicos
farmacéuticamente aceptables que son adecuados para la fabricacion de los mismos.

Estos excipientes pueden ser por ejemplo, (1) diluyentes inertes, como carbonato de calcio, lactosa, fosfato de calcio
o fosfato de sodio; (2) granulantes y desintegrantes, como almidén de maiz o acido alginico; (3) aglutinantes, como
almidén, gelatina o acacia, y (4) lubricantes, como estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos
pueden no recubrirse o recubrirse usando las técnicas conocidas para retardar la desintegracion y absorcion en el
tubo digestivo y proporcionar asi una accién sostenida durante un periodo de tiempo mas prolongado. Por ejemplo,
se puede emplear un material retardador como monoesterato de glicerilo o diesterato de glicerilo. El recubrimiento
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también se puede realizar usando las técnicas descritas en las patentes de los Estados Unidos N° 4,256,108;
4,160,452; y 4,265,874 para preparar comprimidos terapéuticos osméticos de liberacién controlada.

El compuesto de formula | asi como el principio farmacéuticamente activo Util en el método de la invencion se
pueden administrar, para aplicaciéon in vivo, por via parenteral mediante inyecciéon o por perfusién gradual en el
tiempo, independientemente o conjuntamente. La administracion puede ser por via intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intracavidad, transdérmica o por infusién mediante, por ejemplo, bomba
osmotica. Para los estudios in vitro los agentes se pueden agregar o disolver en una solucién amortiguadora
biolégicamente aceptable adecuada y agregar a una célula o un tejido.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, acuosas 0 no
acuosas, estériles. Los ejemplos de solventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como
aceite de oliva y ésteres organicos inyectables como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua,
soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas o acuosas, como solucién salina y medios amortiguados. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, solucion de Ringer con dextrosa, dextrosa y cloruro de
sodio, solucion de Ringer lactada, los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos (como los basados en la solucién de Ringer con dextrosa), y similares. También pueden
estar presentes conservantes y otros aditivos como, por ejemplo, antibiticos, antioxidantes, quelantes, factores de
crecimiento, gases inertes y similares.

En general, los términos “tratar”, “tratamiento” y analogos, se usan en este documento con el significado de afectar a
un sujeto, tejido o célula para obtener un efecto farmacoldgico o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico
en términos de prevenir parcial o completamente una enfermedad, o un signo o sintoma de ésta, y/o puede ser
terapéutico en términos de una cura parcial o total de una enfermedad. “Tratar” segun se usa en este documento
cubre cualquier tratamiento o prevencion de una enfermedad en un vertebrado, un mamifero, particularmente un
humano e incluye: (a) prevenir la aparicién de la enfermedad en un sujeto que puede estar predispuesto a dicha
enfermedad, pero que aun no se le ha diagnosticado; (b) inhibir la enfermedad, es decir detener su evolucién; o (c)
aliviar o mejorar los efectos de la enfermedad, es decir, causar la regresion de los efectos de la enfermedad.

La invencion incluye diversas composiciones farmacéuticas Utiles para mejorar la enfermedad. Las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con una realizacién de la invencion se preparan llevando el compuesto de férmula I, sus
hidratos, solvatos, tautdbmeros, estereocisémeros, isomeros geométricos o sales, o combinaciones del compuesto de
férmula | y uno o mas principios farmacéuticamente activos, a una forma adecuada para la administracion a un
sujeto utilizando portadores, excipientes y aditivos o auxiliares. Los portadores o auxiliares utilizados frecuentemente
incluyen carbonato de magnesio, didxido de titanio, lactosa, manitol y otros azlcares, talco, proteinas lacteas,
gelatina, almidén, vitaminas, celulosa y sus derivados, aceites animales y vegetales, polietilenglicoles y solventes
como agua estéril, alcoholes, glicerol y alcoholes polihidricos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de
liquidos y nutrientes. Los conservantes incluyen antibiéticos, antioxidantes, quelantes y gases inertes. Otros
portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas, excipientes no téxicos, que incluyen sales,
conservantes, soluciones amortiguadoras y similares, como se describe, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 202 ed. Williams y Wilkins (2000) y The British National Formulary 432 ed. (British Medical
Association and Royal Pharmaceutical Society of Great Britain, 2002; http://bnf.rhn.net). El pH y la concentracion
exacta de los diversos componentes de la composicion farmacéutica se ajustan segun la practica de rutina en el
area. Véase Goodman y Gilman's The Pharmacological Basis for Therapeutics (72 ed., 1985).

Las composiciones farmacéuticas se preparan y se administran preferentemente en forma farmacéuticas. Las
formas farmacéuticas sélidas pueden ser comprimidos, capsulas y supositorios. Para el tratamiento de un sujeto,
dependiendo de la actividad del compuesto, la manera de administracion, la naturaleza y gravedad del trastorno, la
edad y el peso corporal del sujeto, se pueden usar dosis diarias diferentes. Bajo ciertas circunstancias, no obstante,
pueden ser adecuadas dosis diarias mayores o menores. La administracion de la dosis diaria se puede llevar a cabo
mediante una sola administracion de una forma farmacéutica individual o mediante la administracion de varias
formas farmacéuticas mas pequefias y también mediante administracion multiple de dosis subdivididas a intervalos
especificos.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién se pueden administrar local o sistémicamente en una
dosis terapéuticamente eficaz. Las cantidades eficaces para este uso dependeran, por supuesto, de la gravedad de
la enfermedad y del peso y el estado general del sujeto. Habitualmente, las dosis utilizadas in vitro pueden
proporcionar una guia Util acerca de las cantidades Utiles para la administracion in situ de la composicién
farmaceéutica, y se pueden usar modelos animales para determinar dosis eficaces para el tratamiento de los efectos
secundarios citotoxicos. Diversas consideraciones se describen, por ejemplo, en Langer, Science, 249: 1527, (1990).
Las formulaciones para uso oral pueden estar en forma de capsulas de gelatina dura en las que el principio activo se
mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin. También pueden
estar en forma de capsulas de gelatina blanda en las que el principio activo se mezcla con agua o un medio oleoso,
como aceite de cacahuate, parafina liquida o aceite de oliva.
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Las suspensiones acuosas contienen normalmente los principios activos mezclados con excipientes adecuados para
la fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes pueden ser (1) suspendentes como carboximetilcelulosa
sédica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma
acacia; (2) dispersantes o humectantes que pueden ser (a) fosfatidos de origen natural como lecitina; (b) un
producto de condensacion de un 6xido de alquileno con un acido graso, por ejemplo, estearato de polioxietileno; (c)
un producto de condensacion de O6xido de etileno con un alcohol alifatico de cadena larga, por ejemplo,
heptadecaetilenoxicetanol; (d) un producto de condensacion de 6xido de etileno con un éster parcial derivado de un
acido graso y hexitol como monooleato de polioxietileno sorbitol, o () un producto de condensacion de 6xido de
etileno con un éster parcial derivado de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de
polioxietileno sorbitan.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension, acuosa u oleaginosa, inyectable
estéril. Esta suspension se puede formular segin métodos conocidos utilizando aquellos dispersantes o
humectantes y suspendentes adecuados que han sido mencionados precedentemente. La preparacion inyectable
estéril también puede ser una solucidén o suspension inyectable estéril en un diluyente o solvente no toxico
parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que se pueden emplear se encuentran el agua, la solucidon de Ringer y la solucién isotonica de cloruro de
sodio. Ademas, convencionalmente se emplean aceites fijos estériles, como solvente o medio de suspension. Con
este fin, se puede utilizar cualquier aceite fijo suave incluidos los mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la
preparacién de inyectables se pueden usar acidos grasos como el 4cido oleico.

Los compuestos de férmula | también se pueden administrar tépicamente en forma de sistemas de administraciéon de
liposomas, como vesiculas unilamelares pequefias, vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares. Los
liposomas se pueden formar a partir de diversos fosfolipidos, como colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas.

Los compuestos de formula | también se pueden presentar para su uso en forma de composiciones veterinarias, que
se pueden preparar, por ejemplo, por los métodos convencionales en esa area. Los ejemplos de dichas
composiciones veterinarias incluyen las adaptadas para:

(a) administracion oral, aplicacién externa, por ejemplo pocimas (por €j. soluciones o0 suspensiones acuosas 0 no
acuosas); comprimidos o bolos; polvos, granulos o pellets para mezclar con raciones; pastas para aplicacion a la
lengua;

(b) administracion parenteral por ejemplo mediante inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa, por €j.
como una solucién o suspension estéril; o (cuando corresponda) por inyeccion intramamaria donde una
suspension o solucién es introducida en la ubre a través del pezon;

(c) aplicaciones tépicas, por ej. como una crema, pomada o aerosol aplicado a la piel; o

(d) intravaginalmente, por ej. como un pesario, crema 0 espuma.

Los niveles de dosificacion del compuesto de férmula | de la presente invencion estdn en el orden entre
aproximadamente 0.5 mg y aproximadamente 20 mg por kilogramo de peso corporal, con un rango de dosis
preferido entre aproximadamente 0.5 mg y aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso corporal por dia (entre
aproximadamente 0.5 g y aproximadamente 3 g por paciente por dia). La cantidad de principio activo que se puede
combinar con los materiales portadores para producir una sola dosis variara dependiendo del huésped tratado y del
modo particular de administracion. Por ejemplo, una formulacion destinada a la administracién oral a humanos
puede contener entre aproximadamente 5 mg y 1 g de un principio activo con una cantidad adecuada y conveniente
de material portador que puede variar entre aproximadamente 5y 95 por ciento del total de la composicién. Las
formas de dosificacion contendran generalmente entre aproximadamente 5 mg y 500 mg de principio activo.

Opcionalmente, los compuestos de la invencién se administran segin un cronograma de dosis dividida, de modo
que haya al menos dos administraciones en total en el cronograma. Las administraciones se hacen preferentemente
al menos cada dos horas y hasta cada cuatro horas o0 mas; por ejemplo el compuesto se puede administrar cada
una hora o cada media hora. En una realizacion preferida, el régimen de dosis dividida comprende una segunda
administracion del compuesto de la invencién luego de un intervalo entre la primera administracion y suficientemente
prolongado para que el nivel del principio activo en la sangre haya disminuido hasta aproximadamente 5 a 30% del
nivel plasmatico maximo alcanzado luego de la primera administracién, de modo de mantener un contenido eficaz de
principio activo en la sangre. Opcionalmente se pueden hacer una o méas administraciones consecutivas a un
intervalo correspondiente entre cada administracién precedente, preferentemente cuando el nivel plasmatico haya
disminuido hasta aproximadamente 10 a 50% del maximo inmediatamente precedente.

Sin embargo, se comprendera que el nivel de dosificacion especifico para cualquier paciente en particular,
dependera de varios factores como la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, el
estado de salud general, el género, la dieta, la hora de administracién, la via de administracion y la velocidad de
excrecién, la combinacion de farmacos y la gravedad de la enfermedad particular que se esta tratando.
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Ejemplos
La invencion se describira ahora en detalle por referencia solo a los ejemplos no limitantes siguientes.

Para mayor claridad, los compuestos de esta invencién se mencionan por nimero, por ejemplo 1-4 y 2-3. Las
estructuras de los compuestos de ejemplo indicados de esa manera se muestran en las tablas 1-10.

En los ejemplos 1 a 6, se citan las referencias siguientes:

1. Dondoni, A. et al, Synthesis, 1996, 641 and 1987, 998.

2. Goldstein, H. and Schaaf, E., Helv. Chim. Acta, 1957, 57(23) , 132.

3. March, J. in "Advanced Organic Chemistry, reactions, mechanisms and structure”, 3rd edition, John Wiley &
Sons, 1985, pg. 601, and references cited therein; for more specific reaction conditions, see for example:
Giencke, A. and Lackner, H. Liebigs Ann. Chem., 1990, 569; Brown, L. L. et al, J. Med. Chem., 2002, 45, 2841;
Koch, V. and Schnatterer, S. Synthesis, 1990, 499;

4. Linderberg, M. et al, Eur. J. Med. Chem., 1999, 34, 729.

5. T. W. Greene and P. G. M. Wuts (Eds) in "Protective Groups in Organic Synthesis", John Wiley & Sons,
U.S.A.(1999).

6. Follope, M. P. et al, Eur. J. Med. Chem., 1992, 27, 291; Giencke, A. et al, Liebigs Ann. Chem., 1990, 569.

7. Bavetsias, V. et al, J. Med. Chem., 2002, 45, 3692.

Detalles experimentales generales

El &cido 2,4-diclorobenzoico (1-1) y el 2,4-dicloro-6-nitrofenol (2-1B) se compraron a Aldrich. Todos los
reactivos/reactantes, a menos que se indique lo contrario, provinieron de Aldrich. El 4-amino-1,3,5-trimetilpirazol, la
2-amino-4,6-dihidroxipirimidina, el clorhidrato de 4-clorometil-3,5-dimetilisoxazol y de 2- clorometll 4-metiltiazol se
compraron a Lancaster. El (2-aminometil)tiazol se preparé de acuerdo con la bibliografia.® Los solventes fueron de
calidad analltlca y se usaron como se recibieron. El THF se destilé de sodio y benzofenona en atmdsfera de argén.
Los espectros 'H NMR (8, con respecto a TMS) se registraron en un espectrémetro Varian Inova 400 a menos que
se indique lo contrario; los valores J se informan en Hertz. Los datos espectrales de masas se registraron en un
espectrometro de masas Micromass Quattro |Il.

Una sintesis préactica y concisa del acido 4,6-dicloro-3-hidroxi-2-nitrobenzoico (1-6), un producto intermedio clave
utilizado para la preparacion de una serie de 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas vy, especmcamente para la S|nteS|s de
derivados 5,7-dicloro sustituidos, se muestra en el esquema 1A. Por consiguiente, segun Goldstein y Schaaf,’

Esquema 1A
[#] ] ci Cl
COOH COCH COOH COOH
—_— " e e —_—
[*] o] o] c
NO; NH; NHAG
11
1-2 13 14
GQOOH COOH
vl NG, o NOy
NHAG
18 1-5

se nitra &cido 2,4-diclorobenzoico (1-1) para dar &cido 2,4-dicloro-5-nitrobenzoico (1-2). El compuesto 1-2 se
convierte, a través de la amina 1-3 y la acetamida 1-4, en acido 3-acetamido-4,6-dicloro-2-nitrobenzoico (1-5). La
hidrélisis basica subsiguiente de 1-5 da, luego del tratamiento con &cido, el acido 2-nitrobenzoico 1-6. Todo los
pasos tuvieron altos rendimientos (aproximadamente 90%) y se pueden llevar a escala. El compuesto 1-6 también
se puede producir segun la ruta que se muestra en el esquema 1B. Por lo tanto, la diazotacion de 1-3 a través de las
condiciones estandar o de rutina® da eI alcohol 1-7. ElI compuesto 1-7 se nitra después segun las condiciones
descritas previamente en la blbllografla para dar 1-6. Las rutas de sintesis que se muestran en ambos esquemas
1A y 1B para la preparacion de 1-6 representan mejoras al método de la blbllografla y todo los pasos que se
muestran tuvieron buenos rendimientos. La reduccion de 1-6 con hierro en polvo en HOAc a 80 °C durante 45 - 50
minutos da, después del tratamiento estandar, la amina 1-8 correspondiente, en un 94% de rendimiento. Cabe
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mencionar que la reduccion de 1-5 a través de la hidrogenacion catalitica® dio s6lo un 14% de rendimiento de la
amina 1-8.

Esquema 1B
[v] (o} cl Ci
CGOH COOH COOH COOH
e —_— ——————
cl [ a NO, o] NH,
NH, OH OH CH
13 17 16 14

Una serie de nuevas 8-hidroxi-3N-sustituidas quinazolin-4-onas de esta invenciéon se pueden sintetizar segin las
rutas que se muestran esquematicamente en el esquema 2A.

Esquema 2A

Cl

COCH coom
——— —
cl NOy [+] NOz cl NH, cr NH,
OH OMa OMe OMa
18 22 23 24
Pracasa D\ l Procass A
a cl a o
CaCH COCH
CONHR _Process B NH
o NO, o NHz NH—CHO N
GH OH oM
240 i 24 2-5

l Process C

Cl

OH
k34

En el proceso A (esquema 2A), el acido 2-nitrobenzoico 1-6 se puede convertir primero, a través de 2-1 0 2-2 y 2-3,
en el &cido antranilico 2-4.

Una sintesis alternativa de 2-4 utilizando procedimientos estandar® se muestra en el esquema 2B. Por lo tanto, el
tratamiento del acido 2,4-dicloro-6-nitrobenzoico (2-1B) con sulfato de dimetilo segin las condiciones descritas
previamente para la preparaciéon de 2-2 a partir de 1-6, da 2-2B. La reduccién del compuesto nitro 2-2B en las
condiciones estandar, normalmente utilizando cloruro de estafio(ll) o hierro en polvo y acido acético glacial/acido
clorhidrico, da la anisidina 2-3B. El tratamiento de la anisidina 2-3B con hidrato de cloral en presencia de clorhidrato
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de hidroxilamina seguido de hidrélisis acida da el producto intermedio isatina 2-4B. El tratamiento subsiguiente de 2-
4B con peroxido de hidrégeno en condiciones basicas da el acido antranilico 2-4.

Esquema 2B
cl . Gt ) ¢ o a
COOH
—_— —_— —_— O —
ci NO; cl NO, cl NH, cl u cl NH,
OH OMa QOMe OMe OMea
2-1B 228 2.38 248 74

El tratamiento de 2-4 con formamida a una temperatura elevada, generalmente a 150 °C, da la 3H-quinazolin-4-ona
2-5. Después el compuesto 2-5 se hace reaccionar con el haluro de alquilo adecuado en presencia de una base, por
ejemplo carbonato de potasio, para dar 2-6. Los ejemplos de haluros de alquilo que se pueden emplear en el
proceso C incluyen, pero no exclusivamente, 2-(clorometil)piridina, (clorometil)ciclopropano, 1-(2-cloroetil)pirrolidina,
2-(2-cloroetil)-1-metilpirrolidina, 4-(2-cloroetil)morfolina, clorhidrato  de  2-clorometil-4-metiltiazol, 2,6-
bis(clorometil)piridina, 2-bromopropano, 1-cloropropano, 1-cloro-2-metilpropano, 2-cloroetil etil éter, clorhidrato de
cloruro de (2-dietilamino)etilo, 1-clorobutano, 2-clorobutano, cloruro de crotilo y 4-clorometil-3,5-dimetilisoxazol. Los
resultados estan dispuestos en tablas (Tabla 1). La eliminacion subsiguiente del grupo protector de 2-6, usando
adecuadamente BBr3 o con HBr acuoso a temperatura elevada, proporciona la correspondiente 3-N-(sustituida)-8-
hidroxi-3H-quinazolin-4-ona 2-7. En el caso del derivado etil éter 2-6M, se obtuvo la sal de bromhidrato del alcohol 2-
7M1 (Tabla 2). El tratamiento del alqueno 2-6P con HBr acuoso produjo la hidrobromaciéon del doble enlace
alquénico con la eliminacién concomitante del grupo protector metoxi para dar el compuesto 2-7P1.

En los procesos B y C (Esquema 2A), el acido antranilico 1-8 se puede tratar con anhidrido acético formico para dar
el compuesto formilamino 2-8 o la benzo[d][1,3]oxazin-4-ona 2-9. Después el compuesto 2-8 (0 2-9) se hace
reaccionar con una amina adecuada en presencia de un agente de condensacién como tricloruro de fésforo u
ortoformiato de trietilo a temperatura elevada, habitualmente utilizando tolueno o xileno a una temperatura proxima a
la temperatura de reflujo, para producir las 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas 2-7. Los ejemplos de aminas que se
pueden emplear en los procesos B y C incluyen, pero no exclusivamente, 2-amino-5-metiltiazol, 2-(2-
aminoetil)piridina,  3-aminopiridina,  4-aminomorfolina,  1-amino-4-metilpiperazina,  1l-aminopirrolidina,  4-
(aminometil)piperidina,  1-aminopiperazina, 5-amino-1-etilpirazol, = 5-amino-2-metoxipiridina,  4-amino-1,3,5-
trimetilpirazol, 2-amino-1-metilbenzamida, 2-amino-5-metilpiridina, 2-amino-5-cloropiridina y 4-aminopiperidina. Los
resultados estan dispuestos en tablas (Tabla 3). Otras 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas que se pueden preparar seguin
estos procesos se muestran en la tabla 4.

En el proceso D (Esquema 2A), el 4cido 2-nitrobenzoico 1-6 se puede tratar primero con una amina adecuada en
presencia de un activador como CDI para producir la N-(sustituida)benzamida 2-10 adecuada. La reduccion
subsiguiente del grupo nitro y el acoplamiento de la amina resultante 2-11, generalmente con acido formico en
presencia de un agente de condensacion como CDI u ortoformiato de trietlo o con formamida, proporciona el
derivado 3-N-sustituido 2-7 correspondiente.

Los procesos B y C (Esquema 2A) se pueden repetir utilizando un acido antranilico O-protegido adecuado como 2-4
(Esquema 3). En esos casos, las 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas 2-7 se obtienen luego de la eliminacion del grupo
protector de O.

Esquema 3
cl Q RNHy, o o c 0
COoH COOH PCh N,R -R
— —_—= J —_— JN
. — P
a NH; a NH.CHO cl N cl N
OMe OMe QMe OH
24 28 246 2T

Las 2-sustituidas 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas se pueden preparar segun las rutas descritas en el esquema 4. Por
consiguiente, segun el proceso E, el tratamiento del acido antranilico 1-6 con un activador como cloruro de tionilo y
la subsiguiente reaccion del producto intermedio &acido clorhidrico con amoniaco da la benzamida 4-1
correspondiente. La reduccién del compuesto nitro 4-1, habitualmente con SnCl, o polvo de hierro/HOAc, da la
amina 4-2 correspondiente. La amina 4-2, a su vez, se puede tratar con acido cloroacetil acético o 2-cloro-1,1,1-
trimetoxietano para dar 5,7-dicloro-2-clorometil-8-hidroxi-3H-quinazolin-4-ona (4-3A). El compuesto 2-clorometilo
también se puede preparar a partir del derivado metoxi del acido antranilico 2-4 a través del proceso F. Por lo tanto,
el tratamiento’ de 2-4 con cloroacetonitrilo en presencia de una base, generalmente metoxido de sodio, da 4-3B. La
elaboracion posterior del derivado 2-clorometilo 4-3A (0 4-3B) con una serie de aminas como, pero no
exclusivamente, dimetilamina, metilamina y etilamina, proporciona varios derivados 2-sustituidos nuevos 4-16A - 4-
16D.
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Varias 2,3-disustituidas 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas 4-9 se pueden preparar a través del acido 2-1 segun el
proceso G, como se muestra en el esquema 4. Por consiguiente, 2-1 se puede tratar con una amina adecuada en
presencia de un activador para obtener la benzamida 4-5 correspondiente que después es reducida, generalmente
utilizando SnCl, o hierro en polvo/HOAc, a 4-6. El compuesto 4-6 se transforma a continuacion en el derivado 2-
clorometilo 4-7 y éste, a su vez, en 4-8 empleando condiciones de reaccion similares a las descritas previamente en
los procesos E y F. Después de la desproteccion, habitualmente empleando HBr acuoso a una temperatura proxima
a la temperatura de reflujo, 4-8 proporciona los derivados 2,3-disustituidos 4-9 correspondientes.

Las 2,3-disustituidas 8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas 4-9 también se pueden obtener a través de los procesos H e |
(Esquema 4). En el proceso H, el acido antranilico 1-8 es adecuadamente acilado con un acilante que contiene NP
como cloruro de 2-azidoacetilo, cloruro de ftalil-glicilo y cloruro de [(fenilmetil)amino]acetilo. Concordantemente, los
ejemplos de grupos NP son azido, ftalimido y bencilamino. La condensacion subsiguiente del producto intermedio 4-
10, la presencia de anhidrido acético a temperatura elevada, habitualmente préxima a la temperatura de reflujo,
suministra la benzo[d][1,3]oxazin-4-ona 4-11. En presencia de una amina (R1NH;) adecuada, 4-11 da 4-12; 4-12, a
su vez, da 4-13 a través de una condensacion. Los agentes de condensacion adecuados incluyen PCls, ortoformiato
de trietilo, CDI y Ac20. Las condiciones para la transformacion de la porcion -NP en el grupo amino dependeran del
grupo NP particular; para los grupos mencionados antes, estas son respectivamente: reduccion, dimetilamina e
hidrogendlisis catalitica (mas ejemplos de las condiciones® para las ltimas dos transformaciones se pueden
encontrar en alguna otra parte). En el proceso |, la condensacion del &cido antranilico 1-8 con una amina (NR1R2)
adecuada, produce la amida 4-14. El tratamiento sucesivo subsiguiente de 4-14 con cloruro de cloroacetilo y una
amina da 4-9.

Esguema 4
cl c
_H
COOH N
P
c NH, N
oMa - OMe NR,R;
Process F, 74 44
({see Schemea 2}
] c c ¢ o
COOH  procass CONH, CONM, Wt
- — —_—
e
¢l NG, o NO, ] NH; cl NJ\
OH OH CH OH c
18 41 42 4.3A
[«] \
COOH
c o
cl o] NH, Procass | H
c N
COOH oH
CONHR, >
18 [~ N
c I NO, PmcasaHl o NH, CH NR,R,
e o \ 4164 - &-16D
24
[+ ] 414 (I
R
oH N
- —_— g
< NH.CO. o N
Process G aH GH cl
CH NP 435
410
| o Q a o c 9
CONHR, o
NHR, — NHR,
g Lk
o NO, ol N/l\| c NH.CO. cl N)\|
on NP
OMs OH | OH . NH
CH;NP
45 11 412 I
¢ o ¢ o
N,R. N,R.
—
= P
] N cl N
OMa NR,Ry CH NRR,

47 448 49
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3-Amino-5,7-dicloro-8-hidroxi-3H-quinazolin-4-ona(5-4) y ciertas 3-(sustituidas)amino-3H-quinazolin-4-onas se
pueden preparar segun las rutas que se muestran en el esquema 5. La N-formilacién del éster metilico 2-3,
habitualmente utilizando anhidrido acético férmico, proporciona 5-1. Alternativamente, el tratamiento de 2-3 con un
ortoéster como ortoformiato de trietilo proporciona el éster imidato 5-2. Luego del tratamiento con hidrazina, 5-1 o 5-
2 produce la 3-amino-3H-quinazolin-4-ona 5-3. La eliminacion del grupo protector en 5-3, generalmente con HBr
acuoso a 120 °C, da 5-4. La elaboracion posterior del compuesto 3-amino 5-4 utilizando haluros de acido adecuados
proporciona los correspondientes derivados acilados 3-sustituidos, 5-5A -5-5C. Los derivados como 5-7A - 5-7C se
pueden obtener a partir de 5-2 a través de la sustitucion del hidrato de hidrazina por la hidrazina sustituida adecuada
como la 4-fluorofenilhidrazina, 4-metoxifenilhidrazina o 2,4-difluorofenilhidrazina, seguido de desproteccion. Con los
haluros de alquilo en un solvente adecuado, generalmente etanol, seguido de desproteccion, 5-3 proporciona los
compuestos 5-7D - 5-7G. Alternativamente, los compuestos 5-7D - 5-7G también se pueden preparar a través del
tratamiento de 5-2 con la hidrazina alquilada adecuada como etilhidrazina, propilhidrazina vy
(ciclopropil)metilhidrazina.

Esquema 5
[ . c
R
COCMe nNg
—— . ,) ——= s7A.57C
] N= cl N
OMe OFl OMe
52 554 - 5-8C
[} [¢] a0 cl Q "
COOMe COCMe NH, LN
—_— — N —_— ) ™ 5iD-5%
/) = 78
cl NH, cl NHCHO c N i N
OMe OMe OMe CMe
23 51 560 - 5-6G

54 5-5A - 5-5C

Las aminas 2-7F2, 2-7Q2, 2-7R2, 2-7S2 y 2-7X2 se pueden preparar en una serie de derivados como 6-1 - 6-6 a
través del tratamiento con haluros de alquilo o reactivos acilantes. Los datos para 6-1 - 6-6 se presentan en tablas
(Tabla 9).

Una serie de 3-sustituidas-3H-quinazolin-4-tionas 7-2 se pueden preparar a partir de las 3H-quinazolin-4-onas 2-6
correspondientes, segun el proceso que se muestra en el esquema 6. Por lo tanto, el tratamiento de 2-6 con P4Si 0
el reactivo de Lawesson proporciona la tiocetona 7-1. La eliminacion subsiguiente del grupo protector, usando
adecuadamente BBr3, da la 3-sustituida-3H-quinazolin-4-tiona 7-2 deseada.

Esquema 6
=] o c s a 8
;R 4R ’R
N N N
2 ’ /) 2
cl N e N o] N
OMo OMe OH
26 7-1 7-2

Preparacion de acido 4,6-dicloro-3-hidroxi-2-nitrobenzoico (1-6)

o a o] c

COCH COOH COOH COOH COOH

—i — — —

cl cl [¥] cl NOy cl NO;
NG, NH, NHAC NHAC  OH
12 14 15 16
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Se agreg6 hidrato de cloruro de estafio(ll) (50 g, 0.29 mol) a una solucién de acido 2,4-dicloro-5-nitrobenzoico (1-2)2
(10.0 g, 0.045 mol) en EtOH (200 mL). La mezcla se agit6 a 70 °C durante 0.5 h, se enfrid y se vertié sobre hielo. El
pH de la mezcla se ajust6 a 8 (NaHCO3; saturado). La suspension se dejé en agitacion a temperatura ambiente
durante 5 h y se reacidificé hasta pH 5 (HOAc glacial). La suspensién blanca resultante se extrajo continuamente
con acetato de etilo, los extractos se combinaron, se lavaron con solucién saturada de cloruro de sodio, se secaron y
se concentraron para obtener la amina deseada (1-3) como un sélido blancuzco (8.8 g, 96%).

Acido 5-amino-2,4-diclorobenzoico (1-3): *H NMR (CDsOD) : & 7.30 (s, 1 H), 7.27 (s, 1 H).

Se agreg6 anhidrido acético (27 mL) al acido 5-amino-2,4-diclorobenzoico (1-3) (8.0 g, 0.041 mol) en HOAc glacial
(150 mL). La solucion se agitd a temperatura ambiente durante 0.5 h y se concentr6 para dar la acetamida (1-4)
deseada como un sélido blanco (9.6 g, 96%).

Acido 5-acetamido-2,4-diclorobenzoico (1-4): 'H NMR (CD30D) : 68.32 (s, 1H), 7. 62 (s, 1H), 2. 19 (s, 3 H).

Se agreg6 acido 5-acetamido-2,4-diclorobenzoico (1-4) (9.6 g, 0.039 mol) en pequefias porciones en el transcurso
de 30 min a una solucion en agitacion enfriada con hielo de &cido nitrico fumante (1.8 mL, 0.043 mol) y &cido
sulfdrico concentrado (120 mL). Una vez que se completo la adicion, se agregaron mas acido nitrico fumante (17
mL) y &cido sulfurico concentrado (80 mL) a intervalos de 30 min y 60 min. La mezcla de reaccion se dejé después
en agitacion durante otras 2.5 h a 0 °C, se permiti6 que alcanzara 12-16 °C y se dejé en agitacion a esta
temperatura hasta que todo el material de partida se consumié (alrededor de 3 h). La solucién se vertid en hielo y se
extrajo con acetato de etilo (3x). Los extractos organicos se combinaron, se lavaron con solucién saturada de cloruro
de sodio, se secaron y se concentraron para dar 4cido 3-acetamido-4,6-dicloro-2-nitrobenzoico (1-5) como un sélido
anaranjado (9.8 g, 86%).

Acido 3-acetamido-4,6-dicloro-2-nitrobenzoico (1-5): *H NMR (CDsOD) : & 8.01 (s, 1 H), 2.13 (s, 3 H).

Se agreg6 acido 3-acetamido-4,6-dicloro-2-nitrobenzoico (1-5) (9.7 g, 0.033 mol) a una solucién de KOH (18.7 g,
0.034 mol) en H>O (85 mL). La solucion se calenté a reflujo durante 18 h y se enfrié hasta temperatura ambiente. Se
agrego HCI conc. para ajustar el pH a 0. La mezcla se diluyé con acetato de etilo y H,O y se dej6é en agitacion a
temperatura ambiente durante 30 min. Las capas se separaron; la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (3x),
los extractos combinados con la capa orgéanica original, se lavaron con solucién saturada de cloruro de sodio, se
secaron y se concentraron para dar acido 4,6-dicloro-3-hidroxi-2-nitrobenzoico (1-6) como un sdélido rojo oscuro (7.4
g, 89%); p.f. 188-189 °C (bibl.* p.f. 186 °C (dec)).

Acido 4,6-dicloro-3-hidroxi-2-nitrobenzoico (1-6): 'H NMR (CD30D) : 8 7.79 (s, 1 H); espectro de masas: m/z 250,
252, 254 (M" - 1, 100%, 66%, 11%).

Preparacién de 5,7-dicloro-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona (2-5)
Q o]
COCH COOMa O0Ma COOH
— —_—— —_—
Cl NO» < NO, [+] NH, [~} NH,
QH Ohdg (s 0] OMe
18 2 23 24

Se agreg6 sulfato de dimetilo (40 mL) a una mezcla en agitaciéon de 1-6 (15.0 g, 0.059 mol), carbonato de potasio
(66 g, 0.5 mol) y DMF (300 mL). La mezcla resultante se dejé en agitacién a 60 °C durante toda la noche y después
a 120 °C durante 2 horas. La mezcla de reaccion se concentrd al vacio. El residuo marrén rojizo resultante se lavo
con agua y se sec6. Esto dio 2-2 como un sélido anaranjado (14.6 g, 88%). - 'H NMR (CDCl3) : 8 7.65 (s, 1 H), 4.01
(s, 3H),3.92 (s, 3H).

Se agrego hierro en polvo (18.2 g, 0.33 mol) a una solucién de 2-2 (13.3 g, 0.048 mol) en acido acético (120 mL). La
mezcla se agit6é a 55 °C durante 1.5 horas y después se filtr6 mientras aln estaba caliente a través de celite (acetato
de etilo). El filtrado se concentro, se le agregd acetato de etilo y carbonato de sodio saturado y la mezcla se filtré
(celite). La capa organica se aisld, se lavo con agua, se secd (K2COg), y se concentrd para dar 2-3 como un sélido
blancuzco (11.6 g, 97%). - 'H NMR (CDCl3) : 8 6.71 (s, 1 H), 3.89 (s, 3 H), 3.79 (s, 3 H).

A una solucion en agitacion de 2-3 (11.5 g, 0. 046 mol) en metanol (250 mL) y agua, se le agregé NaOH 2 M (25
mL). La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 1 hora, se le agregé mas NaOH 2 M (25 mL) y la mezcla se
calent6 a reflujo durante 1 hora mas. La solucién se enfrié y se concentré para eliminar el metanol. El concentrado
se disolvié en agua, se extrajo con acetato de etilo y el pH se ajusté a 1-2 (HCI conc.). La suspensién lechosa se
extrajo con acetato de etilo (3x). Los extractos combinados se lavaron con soluciéon saturada de cloruro de sodio, se
secaron y se concentraron para dar 2-4 como un sélido beige (10.4 g, 95%). - 'H NMR (CD30D) : 6 6.70 (s, 1 H),
3.80 (s, 3 H).
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Una suspensién en agitacion de 2-4 (16.9 g, 0.072 mol) y formamida (150 mL) se calent6 a 150 °C durante 8 horas y
después se dejd enfriar hasta temperatura ambiente. Se le agregd agua, el precipitado resultante se aislé por
filtracion, se lavé con agua y se secé al vacio para dar 2-5 como un sélido marrén claro (13.0 g, 73%). - ‘*H NMR
(CDsOD) : 5 8.08 (s, 1 H), 7.60 (s, 1H), 3.98 (s, 3 H).

Ejemplo 1 -Preparacion de los compuestos 2-7A2 - 2-7R2 a través de la alquilacion de 5,7-dicloro-8-metoxi-3H-
quinazolin-4-ona (2-5) y desproteccién subsiguiente

a g RCL ¢ BBry o a o
y HB! R
NH  KiCO R Al s
—_— —_—

A 2 P

cl N o] N Cl N
OMe OMa ]
25 264 -26R 2741 - 2-781

A una solucién en agitacion de 2-5 (1.5 g, 6.1 mmol) y el cloruro (7.3 mmol) en DMF anhidra (30 mL) se le agreg6
K2COs3 (9.3 mmol) y la mezcla resultante se calenté a 95 °C durante 16 horas, se enfrié y se concentr6. El residuo se
extrajo con acetato de etilo o diclorometano (3x), los extractos se combinaron y se lavaron sucesivamente con agua
y solucion saturada de cloruro de sodio, y se secaron. La purificacion subsiguiente por trituraciéon con un solvente
adecuado, recristalizacion o cromatografia en gel de SiOz, dio la 3-sustituida-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona (2-6)
correspondiente.

Ejemplos de cloruros utilizados: 1-(2-cloroetil)pirrolidina da 2-6A, 2 (clorometil)ciclopropano da 2-6B, 2-(2-cloroetil)-1-
metilpirrolidina da 2-6C, 2-(clorometil)piridina da 2-6D, 4-(2-cloroetil)morfolina da 2-6E, clorhidrato de 2-clorometil-4-
metiltiazol da 2-6F, 4-clorometil-3,5-dimetilisoxazol da 2-6G, 2-bromopropano da 2-6H, 1-cloropropano da 2-6l, 1-
cloro-2-metilpropano da 2-6J, 1-clorobutano da 2-6K, 2-clorobutano da 2-6L, 2-cloroetil etil éter da 2-6M, clorhidrato
de cloruro de (2-dietilamino)etilo da 2-6N, clorhidrato de 2-clorometil-3-metilpiridina da 2-60, cloruro de crotilo da 2-
6P, 2,6-bis(clorometil)piridina da 2-6Q y 1-cloroetano da 2-6R. En los casos de clorhidrato de 1-(2-
cloroetil)pirrolidina, clorhidrato de 2-clorometil-3-metilpiridina y clorhidrato de 2-clorometil-4-metiltiazol, se emplearon
2.2 equivalentes de K>COs.

Preparacion de clorhidrato de (2-clorometil)-3-metilpiridina

A una solucién en agitacion de 2,3-lutidina (5.00 g, 46.7 mmol) en cloroformo (100 mL) a 0 °C se le agreg6 en
porciones acido m-cloroperbenzoico (12.0 g de un reactivo 77% méx) en el transcurso de 5 min. La mezcla de
reaccion se agitd durante otros 30 min a 0 °C y después se permiti6 que alcanzara la temperatura ambiente.
Después de 16 h, la mezcla de reaccion se concentré hasta sequedad, se le agreg6 agua (20 mL) y el pH de la
mezcla se ajustd a 8 (NaHCOg3 saturado). La mezcla se concentrd y el residuo se extrajo con diclorometano/metanol
(4:1). Los extractos se concentraron hasta obtener un sélido blanco. La purificacién en columna subsiguiente (SiOg;
diclorometano/metanol, 9:1) dio 2,3-lutidina-N-6xido como un sélido blanco (4.80 g, 83%).

Una solucién en agitacion de 2,3-lutidina-N-6xido (4.80 g, 39.0 mmol) en anhidrido acético (50 mL) se calenté a
reflujo durante toda la noche, se enfri6 y después se concentr6 hasta sequedad para dar (2-acetoximetil)-3-
metilpiridina como un aceite marrén (6.34 g). Una mezcla de la (2-acetoximetil)-3-metilpiridina cruda y KoCOs3 (10.0 g,
72.4 mmol), metanol (60 mL) y agua (30 mL) se agitd6 a temperatura ambiente durante toda la noche. El sélido se
filtré y el filtrado se concentré hasta sequedad. El residuo, luego de la cromatografia en columna (SiOy;
diclorometano/metanol, 9:1), dio (2-hidroximetil)-3-metilpiridina como un aceite marrén claro (2.86 g, 59% en 2
pasos).

(2-hidroximetil)-3-metilpiridina: 'H NMR (CDCl3): 68.41(d,J=4.9,1H),7.48 (d,J=7.5,1H), 7.16 (dd, J= 4.9 and
7.5, 1H), 4.69 (s, 2 H), 4.00 (br, 1 H), 2.22 (s, 3 H).

A una solucién enfriada con hielo de (2-hidroximetil)-3-metilpiridina (1.00 g, 8.1 mmol) en diclorometano (30 mL) se
le agreg6 gota a gota una solucién de cloruro de tionilo (2.5 mL) en diclorometano (6 mL) en el transcurso de 10 min.
Se retird el bafio de hielo, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 2 h, se
concentré y después se lavé con éter dietilico. Esto proporcioné clorhidrato de (2-clorometil)-3-metilpiridina como un
sélido de color pajizo claro (1.44 g, 99%).

Clorhidrato de (2-clorometil)-3-metilpiridina: 'H NMR (CDs0OD) : 68.72 (d,J=5.9,1H),854 (d, J =8.1, 1 H), 8.00
(dd, J=5.9and 8.1, 1 H), 5.05 (s, 2 H), 2.64 (s, 3 H).

Los rendimientos y los datos espectrales para los compuestos 2-6A - 2-6R preparados se muestran en la tabla 1.
Desproteccion

Método A: A una solucién en agitacion enfriada en hielo del derivado 8-metoxi 2-6 (1.9 g, 5.6 mmol) en
diclorometano (15 mL) se le agreg6 BBrs (12 mL de una solucién 1 M en diclorometano, 12 mmol). La solucién se
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agité después a 45° durante 18 horas, se enfrio y se le agregé metanol (20 mL). La mezcla se concentrd. El exceso
de borato se eliminé agregando repetidamente metanol y evaporando. La sal de bromhidrato cruda del producto se
lavd con éter (3x). Algunos compuestos se aislaron como la base libre: por lo tanto, se agregé Na>,COj3 saturado (20
mL) y la mezcla se extrajo con diclorometano (5x). Los extractos combinados se lavaron con agua, se secaron y se
concentraron. El residuo se purificé o bien simplemente lavando con un solvente adecuado, recristalizacion, o por
cromatografia en columna de SiO» para dar el derivado 8-hidroxi 2-7 correspondiente.

Método B: Una solucion de 3-sustituida-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona (2-6) (5.0 mmol) en acido bromhidrico al 48%
(25 mL) se calent6 a reflujo en atmoésfera de argén durante 16 - 18 horas y se dejé enfriar hasta temperatura
ambiente. La mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad o el precipitado que se form6 se aislé por filtracion.
Después el sélido crudo se lavé sucesivamente con éter dietilico, diclorometano y acetonitrilo, para dar el compuesto
8-hidroxi (2-7) correspondiente como la sal de bromhidrato. Algunos compuestos se aislaron como la base libre
(véase método A antes por las condiciones).

Método C: Una solucion del compuesto 8-metoxi 2-6 (4.46 mmol) y acido bromhidrico al 48% (23 mL) se calent6 a
120 °C durante 2-10 horas y se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente. Se le agreg6 agua (30 mL) y el pH se
ajustd a 5 (NaOH en pellets). El precipitado resultante se aislé por filtracion, se lavo con agua y se sec6 al vacio.

En el caso del derivado éter etilico 2-6M, se obtuvo la sal de bromhidrato del alcohol 2-7M1 (Tabla 2). El tratamiento
del alqueno 2-6P con BBr3 segun el método A dio 2-7S1. Se obtuvo el bromuro 2-7P1 a través del tratamiento de 2-
6P con HBr acuoso segun el método B.

Los rendimientos y datos espectrales para 2-7A1 - 2-7S1 se muestran en la tabla 2.

Tabla 1 Compuestos de referencia 2-6A - 2-6R preparados segun el ejemplo 1

Compuesto Estructura Rendimiento (%) Datos de 'H-NMR Datos espectrales
de masas
2-6A (CDCl3): 5 8.12 (s, 1H),
a o o 7.51 (s, 1 H), 4.06 (t, J=
NN 94 5.5,1H), 4.04 (s, 3 H),
2 2.84 (t,J=5.5,1H), 2.56
a N (m, 4 H), .77 (m, 4 H)
OMe
2-6B (CDCl3): 5 8.15 (s, 1 H),
a @ 7.52 (s, 1H), 4.05 (s, 3 H),
3.83 (d, J= 7.2, 2H), 1.31
N 96
,)/V (m, 1 H), 0.66 (m, 2 H),
o N 0.42 (m, 2 H)
OMe
2-6C (CDCl3): 58.12 (s, H),  |m/z 356, 358, 360
a o /\/Q 7.52 (s, 1 H), 4.04 (s, 3 (M™+1, 100%, 66%,
N 99 H), 4.00 (m, 2 H), 3.08 (m, [11%)
2 \ 1 H), 2.30 (s, 3 H), 2.25-
a N 1.55 (m, 8 H)
OMe
2-6D (DMSO-de): 5 8.62 (s, 1
a o H), 8.47 (m, 1 H), 7.80 (m,
NS 99 1H),7.72 (s, 1 H), 7.45
A b (d, J=8.0, 1 H), 7.30 (m, 1
¢ N H), 5.25 (s, 2 H), 3.98 (s,
OMe 3H)
2-6E (CDCly): 5 8.06 (s,1 H),
7.47 (s, 1 H), 4.05 (t, J=
95 5.8,2 H), 3.99 (s, 3 H),
3.61(m, 4 H), 2.66 (t,J =
5.8, 2 H), 2.46 (m, 4 H)
2-6F (CDCl3): 58.42 (s, 1H), |m/z 356, 358, 360
a o 7.50 (s, 1 H), 7.26 (s, 1 (M +1, 100%, 66%,
N, 0,
N 4 98 H), 5.17 (s, 2 H), 4.04 (s, [11%)
“ N,)/\EQ’ 3 H), 2.67 (s, 3H)
OMe
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Compuesto Estructura Rendimiento (%) Datos de ‘H-NMR Datos espectrales
de masas
2-6G (CDCl3): 58.23 (s, 1 H), |m/z 354, 356, 358
a o 7.56 (s, 1 H), 4.92 (s, 2 (M* + 1, 100%,
Y 94 S)H4.c2)4sés, 3 ;')HZM (s, |66%, 11%)
. . J d ), 2.30 (s, 3 H)
OMe
2-6H 56 (DMSO-dg): 5 8.56 (s, | m/z 287, 289, 291
o 9 ,J\ H), 7.72 (s, 1 H), 4.91 (M* + 1, 100%,
» (quin, J = 6.8, 1 H), 3.34 |66%, 11%)
P (s,3H),1.40(d, J=6.8,6
Cl N H)
OMe ’
2-6l 99 (DMSO-d): 8 8.49 (s, 1
o g H), 7.72 (s, 1 H), 3.95 (s,
N~ 3 H), 3.89 (m, 2 H), 1.68
A (m, 2H), 0.89 (t, J=73.3, 3
cl N H)
OMa
2-6J 53 (DMSO-dg): 58.45(s,1  |m/z 301, 303, 305
S H), 7.72 (s, 1 H), 3.95 (s, |(M"+ 1, 100%,
N 3H),3.75(d,J=7.2,2 |66%, 11%)
o N/)/w/ H), 2.10 (m, 1 H), 0.88 (d,
J J=6.4, 6 H).
2-6K 46 (DMSO-dg): 58.48 (s, 1 |m/z 301, 303, 305
g H), 7.71 (s, 1 H), 3.95 (s, [(M" 1, 100%, 66%,
NSNS 3H),3.92(t,J=7.2,2H), |11%)
. N,) 1,65 (M, 2 H), 1.31 (m, 2
v H), 0.91 (m, 3 H).
2-6L 28 (DMSO-dg): 58.51 (s, 1  |m/z 301, 303, 305
¢ o /k/ H), 7.72 (s, 1 H), 4.71 (M*+1, 100%, 66%,
N (quin, J=7.2,1H),3.95 |11%)
o N/) (s, 3 H), 1.80 (m, 2 H),
L 1.39 (d, J=6.8, 3 H), 0.80
(t, J=7.2, 3H).
2-6M 78 (DMSO-dg): 58.37 (5,1 |m/z 317, 319, 321
& 9 H), 7.73 (s, 1 H), 4.10 (t, J [(M'+1, 100%, 66%,
e ey =5.2,2H),3.94(s,3H), |11%)
. N,,l 3.62 (d, J=5.2, 2 H), 3.43
Lo (9, J=6.8, 2 H),1.05(t, J
=6.8, 3 H).
2-6N 69 (DMSO-ds): 58.35 (s, 1 |m/z 344, 346, 348
¢Q H), 7.71 (s, 1 H), 3.94 (s, |(M*+1, 100%, 66%,
B 3H), 2.62 (m, 4 H), 2.47  |11%)
. N,) (m, 4 H), 0.82 (m, 6 H)
OMa
2-60 90 (DMSO-ds): 58.55 (s, 1 |m/z 336, 338, 340
) H), 8.24 (d, J=3.7, 1 H), |(M'+1, 100%, 66%,
N N 7.74 (s, 1H),7.65(d, J = |11%)
PP 7.5, 1 H), 7.22 (dd, J = 3.7
a N and 7.5, 1 H), 5.26 (s, 2
Ome H), 3.99 (s, 3 H), 2.43 (s,
3 H)
2-6P 79 (DMSO-dg): 5 8.45 (s, | m/z 299, 301, 303
¢ o H), 7.72 (s, 1 H), 5.70 (m, |(M" + 1, 100%,
NN 2H),447(d,J=6.4,2 |66%, 11%)
Z H), 3.94 (s, 3 H), 1.65 (d,
@ N J=6.4,3H)
OMe
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Compuesto Estructura Rendimiento (%) Datos de ‘H-NMR Datos espectrales
de masas
2-6Q 92 (DMSO-dg): 6 8.33 (s, 2 m/z 287, 289, 291
£ Lo 1f H), 7.84 (t, J=8, 1 H), 7.51 |(M*+ 1, 82%, 100%,
m'*Uﬁj@\ (s, 2 H), 7.39 (d, J=8.0, 2 |66%)
o Te W omc' H), 5.16 (s, 4 H), 3.95 (s,
3 H), 3.93 (s, 3 H).
2-6R 26 (DMSO-dg): 58.50 (s, 1 |m/z 273, 275, 277
o 9 H), 7.71 (s, 1 H), 3.95 (q, |(M'+ 1, 100%, 66%,
NN J=7.2,2 H),3.94 (s, 3H), |11%)
o N,) 1.26 (t, J=7.2, 3 H)
OMe
Tabla 2 Compuestos 2-7A1 - 2-7R1 preparados a partir de 2-6 segin el ejemplo 1
Compuesto Estructura Rendimiento (%) y Datos de '"H-NMR* | Datos espectrales

método de

paréntesis

desproteccion entre

de masas

2-7A1 (1075)

56 (Método A)

(CDsOD): 5 8.12 (s,
1H),7.51 (s, 1 H),
4.06 (t, J=5.5, 2 H),

2 4.04 (s, 3 H), 2.84 (t,
o N J=5.5, 2 H), 2.56 (m,
o 4 H), 1.77 (m, 4 H).
2-7B1 (1076) 98 (Método A) (DMSO-de): 8 8.51 | m/z 283, 285,287
o 9 (s,1H),759(s,1 |(M"-1,100%,
N H), 3.80 (d, J= 6.8, 2 |66%, 11%)
o N,)/V H), 1.28 (M, 1 H),

OH

0.50 (m, 2 H), 0.41
(m, 2 H)

2-7C1 (1078)

=] ON/\/C{>

OH

89 (Método B)

(DMSO-de): & 8.54
(s, 1H),7.61(s, 1
H), 4.05 (m, 2 H),
3.32 (m, 1 H), 3.05
(m, 1 H), 2.81 (m, 3
H), 2.39 - 1.68 (m, 7
H)

m/z 342, 344, 346
(M™+1, 100%, 66%,
11%)

2-7D1 (1077)

[ .

OH

75 (Método A)

(DMSO-de): & 8.62
(s, 1H),8.46 (m, 1
H), 7.80 (m, 1 H),
7.59 (s, 1 H), 7.44
(d,J=7.9,1H),7.29
(m, I H), 5.26 (s, 2 H)

m/z 322, 324,326
(M™+1, 100%, 66%,
11%)

2-7E1 (1079)

OH

69 (Método B)

(CD;0D): & 8.25 (s,
1H), 7.48 (s, 1 H),
412 (t, J=6.0, 2 H),
3.65 (t, J= 4.8, 4 H),
2.70 (t, J = 6.0, 2 H),
2.53 (m, 2 H),

miz 344, 346, 348
(M + 1, 100%,
66%, 11%)

2-7F1 (1084)

74 (Método C)

(CDs0OD): 0 8.44 (s,
1 H), 7.48 (s, 1 H),
7.36 (s, 1 H), 5.21 (s,
2 H), 2.66 (s, 3 H)

m/z 342, 344,346
(M + 1, 100%,
66%, 11%)

2-7G1 (1085)

38 (Método C)

( DMSO-dg): 6 8.66
(s, | H), 7.57 (s, 1 H),
491 (s, 2 H), 2.22 (s,
6 H)

m/z 340, 342,344
(M™+ 1, 100%,
66%, 11%)
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Compuesto Estructura Rendimiento (%) y Datos de ‘*H-NMR” | Datos espectrales
método de de masas
desproteccion entre
paréntesis
cl o]
o N o
oH
2-7H1 (1108) 68 (Método B) (DMSO-ds): 5 8.46  |m/z 271, 273,275
¢ g (s,1H),758¢(s, 1 (M* -1, 100%,
N H), 4.92 (quin, J = 66%, 11%)
o e 6.8, 1 H), 1.43 (d,
I, T J=6.8, 6 H)
2-711 (1097) 77 (Método B) (DMSO-dg): 8 8.50 | m/z 273, 275,277
a9 (s,1H),758(s,1 |(M"+1,100%,
N~ H), 3.90 (m, 2 H), 66%, 11%)
o N,) 1.69 (m, 2 H), 0.89
L, e (t, J=6.3,3H)
2-7J1 (1107) 79 (Método B) (DMSO-ds): 5 8.44  |m/z 285, 287, 289
¢ o (s,1H),758¢(s, 1 (M* -1, 100%,
N/Y H), 3.76 (d, J = 7.6, 2 | 66%, 11%)
J H), 2.08 (m, 1 H),
a N 0.88 (d, J = 6.8, 6 H)
OH .HBr
2-7K1 (1111) 77 (Método B) (DMSO-de): 5 8.48 | m/z 285, 287, 289
o 0 (s,1H),758(s,1 |(M"-1,100%,
NS H), 3.93 (t, J=7.6,2 |66%, 11%)
P H), 1.65 (m, 2 H),
“ N e 1.30 (m, 2 H), 0.91

OoH

(t, J=7.2,3H).

2-7L1 (1112)

OH

62 (Método B)

(DMSO-dg): 6 8.43
(s, 1H),7.58 (s, 1
H), 4.71 (quin, J=6.8,
1 H), 1.82 (m, 2H),
1.40 (d, J = 6.8, 3 H),
0.80 (t,J=7.2,3H).

m/z 285, 287, 289
287,289 (M* -1,
100%, 66%, 11%)

2-7M1 (1109)

OH .HBr

98 (Método B)

DMSO-ds): & 8.48 (s,
1 H), 7.62 (s, 1 H),

434 (t, J=6.4, 2 H),
3.82(t, J=6.4, 2 H)

m/z 273, 275, 277
(M* -1, 100%,
66%, 11%)

2-7N1 (1110)

OH  .HEr

85 (Método B)

(DMSO-dg): 6 8.53
(s,1H),7.64(s, 1
H), 4.30 (m, 2 H),
3.25(m, 2 H), 2.54
(m, 2 H),2.44 (m, 2
H), 1.23 (m, 6 H).

m/z 328, 330,332
(M* -1, 100%,
66%, 11%)

2-701 (1098)

cr O

N | ==
2 N
. P Nz
_HBr

OH

83 (Método B)

(DMSO-dg): © 8.61
(s, 1H),843(,J=
4.7,1H),8.08(,J=
3.0,1H),763(s1
H) 7.53 (m, 1 H),
5.38 (s, 2 H), 2.50 (s,
3 H)

m/z 336, 338,340
(M + 1, 100%,
66%, 11%)

2-7P1 (1114)

99 (Método B)

(DMSO-de): & 8.45
(s, 1H),7.58 (s, 1
H), 4.33 (m, 1 H),

4.14 (m, 1 H), 4.00

m/z 365, 367,369
(M* + 1, 45%, 66%,
30%)
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Compuesto

Estructura

Rendimiento (%) y
método de
desproteccion entre
paréntesis

Datos de *H-NMR”

Datos espectrales
de masas

a g . Br
NN
o N’J
OH HEf

(m, 1H),2.22(m, 2
H), 1.71 (d,J=6.8, 3
H)

2-7Q1 (1101)

o o o o
N ™
oH HBr OH

82 (Método B)

(DMSO-de): & 8.42
(s, 2 H), 7.81 (t, J=8,
1 H), 7.43 (s, 2 H),
7.32(d, J=8, 2 H),
5.18 (s, 4 H)

m/z 562, 564,566
(M* -1, 82%,
100%, 66%)

2-7R1 (1115)

95 (Método B)

(DMSO-de): 5 8.51

m/z 259, 261, 263

¢ f (s,1H),757(s,1 |[(M"+1,100%,
N H), 3.97 (q, J = 7.2, 2 | 66%, 11%)
o N/J H), 1.27 (t, = 7.2, 3
OH HBr H)
2-7S1 (1126) 44 (Método A) (DMSO-dg): 3 8.44 | m/z 285, 287,289
o8 (s,1H),759¢(s, 1 (M™ + 1, 100%,
NN H), 5.70 (m, 2 H), 66%, 11%)
o 7 4.49 (d, J=56, 2 H),
o HBr 1.65 (d, J= 6.0, 3 H)

*los desplazamientos quimicos para el 8-OH y HBr (cuando corresponde) no fueron incluidos en las asignaciones

Preparacién de &cido 2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxibenzoico (1-8)

]
COOH cOoaH
e
a NO, e NH;
QH OH
16 Il-B

Una mezcla de 4cido 4,6-dicloro-3-hidroxi-2-nitrobenzoico (1-6) (700 mg, 2.78 mmol), hierro en polvo (400 mg, 7.16
mmol) y &cido acético glacial (13 mL) se calent6 a 80 °C durante 50 minutos, se enfrid y los sélidos se separaron por
filtracion. El filtrado se concentrd hasta un solido marrén. La cromatografia en columna en gel de SiO» subsiguiente
(acetato de etilo/HOAc, 100:1 - 100:3) dio &cido 2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxibenzoico (1-8) como un soélido marron
claro (582 mg, 94%). - "H NMR (DMSO-ds): d 6.68 (s); esto es coherente con la bibliografia.

Preparacién de &cido 4,6-dicloro-2-formilamino-3-hidroxibenzoico (2-8)
[#]
COOH COCH
—_—
o] NH, cl
OH OH
13 2.8

Una solucién de acido formico (1.04 mL de solucién al 90%) y anhidrido acético (2 mL) se calent6 a 50 - 60 °C
durante 2 horas y se enfrio. Después se agreg6 en porciones acido 2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxibenzoico (1-8) (425
mg, 1.91 mmol) al anhidrido acético férmico en agitacién a temperatura ambiente. Después de 2.5 horas, la mezcla
de reaccion se vertid sobre la mezcla de hielo y agua; el sélido se aislo por filtracion. Esto proporcioné acido 4,6-
dicloro-2-formilamino-3-hidroxibenzoico (2-8) como un sélido anaranjado (320 mg, 67%). - *H NMR (DMSO-de): &
8.76 (s, 1 H), 8.29 (s, 1 H), 8.13 (s, 1 H); espectro de masas: m/z 248, 250, 252 (M" - 1, 100%, 66%, 11%).

NH.CHO

Ejemplo 2 - Condensacion mediada por PCl; de &cido 4,6-dicloro-2-formilamino-3-hidroxibenzoico (2-8) con aminas

ct ¢ 0
COOH RNM,, LR
PCly N
- A
B
cl NH.CHO < N
OH OH -
24 2.7A2 - 2-TAE2
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A una mezcla en agitacion de acido 4,6-dicloro-2-formilamino-3-hidroxibenzoico (2-8) (200 mg, 0.80 mmol), la amina
(0.88 mmol) y tolueno (5 mL) se le agreg6 gota a gota una solucién de PCl; (0.12 mL, 1.38 mmol) en tolueno (1 mL)
en el transcurso de 2 minutos. La suspension resultante se calent6 a reflujo durante 4-16 horas y se enfrio. Se
agregd NaHCOg3 saturado hasta pH 9. Después el pH de la mezcla se reajusté a 7 (HCI 5 N y se extrajo con
diclorometano (3x), y los extractos se combinaron y se secaron (Na,SQOa). Se eliminaron los volatiles que produjeron
la 5,7-dicloro-8-hidroxi-3-(sustituida)-3H-quinazolin-4-ona (2-7). En algunos casos, el producto crudo se purifico a
través de lavado con un solvente adecuado, generalmente éter dietilico o metanol al 5% en éter dietilico, o
cromatografia en gel de SiO; o recristalizacién; los datos de caracterizacion para los compuestos 2-7A2 y 2-7M2 se
muestran en la tabla 3. Otros compuestos 2-7 preparados a partir de 2-8 segun el ejemplo 2 se muestran en la tabla

4.

Ejemplos de aminas utilizadas en el ejemplo 2: (C-tiazol-2-il)metilamina da 2-7A2, 2-(2-aminoetil)piridina da 2-7B2,
3-aminopiridina da 2-7C2, 4-aminomorfolina da 2-7D2, 1-amino-4-metilpiperazina da 2-7E2, 4-(aminometil)piperidina
da 2-7F2, 5-amino-1-etilpirazol da 2-7G2, 5-amino-2-metoxipiridina da 2-7H2, 2-amino-1-metilbenzamidazol da 2-712,
2-amino-5-metilpiridina da 2-7J2, 2-amino-5-cloropiridina da 2-7K2, 1-aminopiperidina da 2-7L2 y 1-aminopirrolidina
da 2-7M2. En el caso de sales de clorhidrato de amina, se agregaron equivalentes adecuados de una base como
trietilamina a la mezcla de reaccion. Otros compuestos preparados segun el ejemplo 2 son 2-702 - 2-7AE2 (Tabla 4).

Tabla 3 Compuestos 2-7 preparados a partir de 2-8 segun el ejemplo 2

Compuesto Estructura Rendimiento (%) Datos de 'H-NMR* Datos espectrales
de masas
2-7A2 (1082) 50 (DMSO-de): 8 9.23 (s, 1 H), |m/z 326, 328,330
7.71(s,1H), 753 (s, 1 H), |(M"-1,100%, 66%,
@ j\\\ 2.50 (s, 3 H) 11%)
N N
OH
2-7B2 (1091) 31 (DMSO-de): 8 10.6 (br, | H), |m/z 334, 336, 338
a0 @ 8.50 (d, J= 4.6, 1 H), 8.24 (s, | (M"- 1, 100%, 66%,
y Sy 1H),7.71(m, 1 H), 7.59 (s, [11%)
) 1H),7.29(d,J=7.9,1H),
o N 7.25 (m, 1 H), 4.34 (t, J= 6.8,
OH 2 H),3.19 (t, J = 6.8, 2 H)
2-7C2 (1092) 60 (DMSO-dg): 5 8.76 (d, J= m/z 308, 310, 312
a o @Y 24,1H),870(d, J=4.4,1 [(M"+1,100%, 66%,
WA H), 8.47 (s, 1 H), 8.03 (d, J = |11%)
J 8,1H),7.67 (s, 1 H), 7.62
V] N (dd, J=8, 4.8, 1 H).
OH
2-7D2 (1080) 43 (CDCl3): 5 8.18 (s, 1 H), 7.48 |m/z 314, 316, 318
a o (o (s, 1 H), 4.22 (br, 2 H),3.95 |(M*-1, 100%, 66%,
N,N\) (br, 2 H), 3.78 (br, 2 H), 2.93 |11%)
4 (br, 2 H)
c N
QH
2-7E2 (1081) 16 (CDCl3): 8 8.15 (s, 1 H), 7.45 | m/z 329, 331, 333
o o (\N/ (s, 1 H), 4.30 (br, 2 H), 3.10 [(M" + 1, 100%, 66%,
N,N\) (br 2 H), 2.59 (s, 3H), 1.90 |11%)
J (br, 4 H)
o] N
OH
2-7F2 (1094) m/z 328, 330, 332
o 9 (M* + 1, 100%, 66%,
. N’\O 11%)
Cl N/) NH
o] ]
2-7G2 (1088) 42 (CDCl3): 8 7.89 (s, 1 H), 7.49 | m/z 325, 327,329
o8 MY, (s,1H),7.40 (s, 1H),6.22 |(M"+1, 100%,
NN (s, 1H),3.84(m, 2 H), 1.32 |66%,11%)
. Ak (m, 3 H)

OH
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Compuesto

Estructura

Rendimiento (%)

Datos de *H-NMR”

Datos espectrales
de masas

2-7H2 (1093) 45 (DMSO-de): 5 8.38 (s, 1 H), |m/z 338, 340,342
a o FNM 7.74(d,J=4.0,1H),7.64 |[(M"+1,100%, 66%,
,@./ (s, 1 H), 7.57 (dd, J= 2.4 and |11%)
/," 9.6,1H),6.42(d,J=9.6,1
a N® H), 3.91 (s, 3 H)
OH
2-712 (1083) 65 (DMSO-dg): 8 8.17 (br, 1 H), |m/z 361, 363,365
7.71 (m, 2 H), 7.41 (m, 2 H), |[(M*+ 1, 100%, 66%,
o0 /”,,\ 7.33(m, 1H),3.70 (s, 3H) [11%)
A
Cl N/)
OH
2-7J2 (1089) (DMSO-dg): 8 8.55 (s, 1 H), |m/z 322, 324,326
o o # 8.48 (s, 1H),7.88 (m, 1 H), |(M"+ 1, 100%, 66%,
A | 45 7.68 (M, 2 H), 2.40 (s, 3H) |11%)
Cl N/)
QH
2-7K2 (1087) (DMSO-dg): 5 8.76 (d, J= m/z 342, 344,346
a o AT 2.4,1H),859 (s, 1H),824 |(M"+1,100%, 66%,
< ) 16 dd, J=24and8.4,1H), |11%)
)” N 7.86 (d, J=8.4,1H),7.70
a N (s,1H)
OH
2-71.2 (1086) (DMSO-de): 8 8.27 (s, H), m/z 314, 316, 318
¢ Q O 7.59 (s, 1 H),3.55(s,2H), [(M"+1,100%, 66%,
WM 45 3.15(s, 2 H), 1.65 (m, 6 H). |11%)
Cl N/J
OH
2-7M2 (1090) (CDCls): 8 8.23 (s, 1 H), 7.36 |m/z 303, 305,307
(s, 1 H),3.60 (m, 2 H),3.37 |(M" + 1, 100%, 66%,
33 (m, 1 H),3.10 (m, 1 H), 1.91 |11%)

(m, 4 H)

*el desplazamiento quimico para el 8-OH no se incluyé en las asignaciones

Tabla 4 Otros 2-7N2 - 2-7AE2 preparados a partir de 2-8 segun el ejemplo 2

Compuesto Estructura
2-7N2
o o
N/\/\N/\
cl N/) k/o
OH
2-702
2-7P2
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Compuesto Estructura
2-7Q2
o o
0
a N/J HH
- OK
2-7TR2
a o (\NH
N’N\')
a N/)
OH
2-7S2
o o (\NH
N/\/N\)
o N/)
OH
2-7T2
H
Cl o] N
Ny
N N OH
c N’J
OH
2-7U2
/
cl Q0 N
[
N
L] N/J
OoH
2-7TV2
c o
N \\
N
c N//l 4
OoH
2-TW2
Ct Q
S
N
BV
Cl N
OH
2-7TX2
N
c N/)
OH
2-7Y2
F
c 0 N# IN
A
P F
[&] N
aH
2-722
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Compuesto

Estructura

cl

ive

2-7TAA2
F
Ay
] N/)
OH
2-7AB2
2-7TAC2
2-7AD2
) /[\
N/\/o
Ie ] N/)
[+],}
2-7TAE2
¢ 0 /@
N
PN
OH
Tabla 5 Otros compuestos preparados segin los ejemplos 1y 2
Compuesto Estructura
8A1
c O HN
N)\\N
a N/)
OH
8B1
N
c o Y/
¥
A
ci N,)
CH
8C1
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Compuesto

Estructura

. Q
Q
Z >>;o
z

g :
T o)
£
-]

QH
8D1
2 1)
S, A
o o /@’ N" N
N
¢ N/)
. OH
8E1
N.
¢l 0 ~
LI
N
o N/) o
OH
8F1
e
N
o N’J o
OH
8G1
o
o o /@NN
N <]
cl N/)
OH
8H1
¢ 0 /l
o,
N N
OH
8l1
"
¢ o
N
c N/)
OH
8J1
o g - R
) .
i
o] N
OH
R=H, Me, EL n-propyl
8K1
o 0
£
i
a N
CH
8L1
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Compuesto

Estructura

cl Q
P
N
OH
g o
P
N
QH

8M1
Q
N
) Q
a
R = Ma, Et, isc-propy, n-propyt, n-butyl
8N1
)
a o0 /| \N
Sy
N N
OH
801
Cl [#] H
N N
T
P g
OH
8P1
¢ o H
N N~
cl N/J ©
OH
8Q1
o o N
NWN\/
a N,) °
OH
8R1
¢ 0 H
N S,
]
a N/
oH
8S1
Cl Q " 5!
N N
T
] N/
O
R = H, Me, EL, n-propy
8T1
cr 0 H
N
S O
/J 0 nNx=f N
<l N —
OH
8u1l
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Compuesto

Estructura

a o W
N
)'“‘/Y |
P Q
o N N
OH R

R = H. Me, Et, n-propyl

8Vv1
¢ o "
N T
N
N
i
>} N
CH
8wi
[+ v o
v
o
a N/)
OH
8X1
ci o @
N/\/“
¢ N/)
OH
8Y1
Sey
[ "]
NNN
cl N/)
OH
871
¢l 0 o
N
c N/)
OH
8A2
a Q0
N | . NHR
e} N/) 2
OH
R=H, Me Et
8B2
c 0
N/\C[S%
: NHR
P ¢
OH
R =H, Me, Et
8C2
[« I} "
N/ﬁN)_
—NHR
cu N/) - N
OH
R =H, Me, EL, n-propyl
8D2
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Compuesto Estructura
a9 H
N/\/N\/
[l N/)
CH
8E2
c o H
N\ /0
N ﬁ
A 0
cl N £
OH
8F2
a o N
N_ -0
)N/‘\/ {Q/\
)
cl N/
OH
8G2
o o
M
N
[+
al N/)
OH
8H2
0
NR
c o
N
o N/,l
OH
R =H, Me. EL nprapyt
812
a o
L
a n’J N NH,
OH
8J2

v} 4]
NI
N/"\/ Hy
=} N‘)
OH

Ejemplo 3 Preparacion de 2,3-disustituidas-3H-quinazolin-4-onas (4-9)

[v] o 0 a o [ ]
LO0H Ry N Ry
NHR, N [
— A_a A rars
o] NH, cl NH, [»] N ] N
OH OH OH OH
18 4.14 4-15

49

Paso 1: A una solucion del acido 1-8 (1.00 g, 4.50 mmol) en benceno anhidro (8.3 mL) se le agregd gota a gota
cloruro de tionilo (2.09 g, 17.6 mmol) en atmésfera de argén. La mezcla se calent6 a reflujo durante 5 h tiempo luego
del cual se eliminaron el exceso de cloruro de tionilo y benceno por evaporacion. El residuo se disolvid en
diclorometano anhidro (8.3 mL), se enfri6 hasta 0 °C y se tratdé con n-propilamina (798 mg, 13.5 mmol). La mezcla se
agitd a 0 °C durante 15 min, después se calentd hasta temperatura ambiente y se agité durante otras 16 h. La
evaporacion y purificacion del residuo crudo por cromatografia en columna (acetato de etilo/éter de petréleo, 3:7 -
1:1) produjo la benzamida, 2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxi-N-(n-propil)benzamida (4-14, Ry = n-propil), como un sélido

anaranjado (550 mg, 46%).
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2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxi-N-propilbenzamida: 'H NMR (DMSO-dg): 6 8.39 (t, J = 5.6, 1 H), 6.67 (s, 1 H,), 4.94 (br,
1H), 3.16 (m, 2 H), 2.44 (m, 2 H), 1.50 (m, 2 H), 0.88 (m, 3 H).

Paso 2: A una soluciéon de 2-amino-4,6-dicloro-3-hidroxi-N-propilbenzamida (1.00 g, 4.50 mmol) en acido acético
glacial (5.5 mL) se le agreg6 gota a gota cloruro de cloro acetilo (718 mg, 6.36 mmol) en atmosfera de argon. La
mezcla se calentd a reflujo durante 2 h y después se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de
reaccion se evaporoé al vacio y el residuo se neutralizé con NaOH 2 M. El precipitado se aislé por filtracion, se lavo
con agua y se sec6 al vacio. Se agreg6 diclorometano (10 mL) al residuo resultante y el material insoluble se separé
por filtracién. El filtrado se concentré para producir el cloruro, 2-clorometil-5,7-dicloro-8-hidroxi-3-n-propil-3H-
quinazolin-4-ona (4-15, Ry = n-propil), como un sélido anaranjado (600 mg, 89%).

2-clorometil-5,7-dicloro-8-hidroxi-3-n-propil-3H-quinazolin-4-ona: '"H NMR (DMSO-dg): 6 7.86 (s, 1 H,), 5.15 (s, 2 H),
4.27 (s, 2 H), 1.52 (m, 2 H), 0.93 (m, 3 H); espectro de masas: m/z 323, 325, 327 (M+ + 1, 100%, 66%, 11%).

Paso 3: A una solucion de 2-clorometil-5,7-dicloro-8-hidroxi-3-n-propil-3H-quinazolin-4-ona (285 mg, 0.886 mmol) en
THF anhidro (1.3 mL) se le agreg6 gota a gota una solucion de metilamina en etanol (7.5 mL de una solucién 8.0 M,
60 mmol) en atmosfera de argon. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 18 h, después se concentré y
al residuo resultante se le agregé HCI 2 M (5 mL).

La mezcla se evapord y se le agregd mas HCI 2 M (5 mL). El residuo se evaporé y el procedimiento se repitié dos
veces mas. La mezcla se tritur6 con diclorometano y se sec6 al vacio para producir clorhidrato de 5,7-dicloro-8-
hidroxi-2-metilaminanometil-3-n-propil-3H-quinazolin-4-ona (4-9A) como un sdlido amarillo (157 mg, 50%) (Tabla 6).

Otras 2,3-disustituidas-3H-quinazolin-4-onas (4-9B-4-9E) preparadas a través de la sustitucion de n-propilamina
(Paso 1) y metilamina (Paso 3) en el ejemplo 3 para la(s) amina(s) adecuada(s) se muestran en la tabla 6.

Tabla 6 Compuestos 4-9A - 4-9E preparados segun el ejemplo 3

Compuesto Estructura Datos de "H-NMR Datos espectrales de
masas
4-9A (DMSO-dg): 8 7.06 (s, 1 H), 4.57 (m, 2 H), 3.83 |m/z 316, 318, 320 (M" +
a 9 (t, J=6.0,2H), 3.14 (m, 1 H), 2.80 (d, J=4.4, 3 |1, 100%, 66%, 11%)
N |H),1.49(q,J=7.2,2H),0.90 (t, J=7.2, 3 H)
I N’Jﬁ
OH e HNS
4-9B (DMSO-dg): 8 7.66 (s, 1 H), 4.52 (br, 2 H), 3.41 | m/z 288, 290, 292 (M* +
a 9 ' (s, 3 H), 3.15 (br, 1 H), 2.73 (br, 3 H) 1, 100%, 66%, 11%)
e
N
s
Cl N
o L HN
4-9C
<l 0
NS
Pers
C N
OH HN\l
4-9D
cl [¢]
N
¢l N
On HN\
4-9E
Ci o]
N/
¢l N
Ot HNT
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Ejemplo 4 - Preparacién de 2-sustituidas-3H-quinazolin-4-onas (4-16A - 4-16D)

cl a0 c g cl o
COOH
. NH I NH I NH
/)\/Cl ’)\/Nﬁtﬁz ’)\/NR'R?
cl NH, cl N ¢l N o N
OMe OMe OMe OH
24 438 a4 4-16A - 4-16D

A una solucién enfriada con hielo de metéxido de sodio en metanol (2.8 mL de una solucién 0.32 M, 0.89 mmol) se
le agreg6 gota a gota cloroacetonitrilo (0.25 mL, 3.90 mmol) en atmésfera de argén.’ La mezcla de reaccion se dejo
en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se volvio a enfriar a 0 °C antes de la adiciéon de
una solucion de 2-4 (0.80 g, 3.39 mmol) en metanol anhidro (14 mL). La solucién se dejé en agitacion a temperatura
ambiente durante 20 h y se calent6 a reflujo durante otras 20 h. La evaporacion y purificacion del residuo resultante
por cromatografia en columna (acetato de etilo/éter de petréleo, 3:7) produjo el cloruro 4-3B como un sdlido blanco
(225 mg, 23%).

El tratamiento subsiguiente de 4-3B con una amina adecuada segun las condiciones descritas en el paso 3 del
ejemplo 3 dio la 2-sustituida-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona: etilamina dio 4-4A, 1-propilamina dio 4-4B, dietilamina
dio 4-4C, y dimetilamina dio 4-4D. La respectiva eliminacion subsiguiente del grupo protector 8-metoxi segun el
procedimiento de desproteccion general (Ejemplo 1, Método A) dio 4-16A - 4-16D (Tabla 7).

Tabla 7 Compuestos 4-4A - 4-4D y 4-16A - 4-16D preparados segun el ejemplo 4

Compuesto Estructura Datos de "H-NMR Datos espectrales de
masas
4-4A*
c 9
NH
A A e
Mea
4-4B*
a o
NH
P
c N
OMe HN\k
4-4C* (DMSO-ds): 8 7.63 (s, 1 H), 3.94 (s, 3H), |m/z 328,330,332 (M" +1,
¢ 9 3.55(s,2H),261(q,J=7.2,4H),0.98 100%, 66%, 11%)
NH '/ (t, 3=7.2,6H)
¢l N
OMe
4-4D* (DMSO-ds): 8 7.64 (s, 1 H), 3.95 (s, 3 H), |m/z 302, 304, 306 (M" + 1,
o o 2.27 (s, 6 H) 100%, 66%, 11%)
NH
-
cl N’Jﬁ
Me LN
4-16A
4-16B
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Compuesto Estructura Datos de *H-NMR Datos espectrales de
masas
CF (o]
NH
>
Ci N
OH HNL
4-16C (DMSO-ds): 8 7.36 (s, 1 H), 4.34 (s, 2 H), |m/z 316, 318, 320 (M* + 1,
o o 3.28(q,J=7.2,4H),1.20(t,J=7.2,6 H) |100%, 66%, 11%)
NH
’k/’(/
o] N
OH .HBr
4-16D (DMSO-dg): 5 7.63 (s, 1 H),4.39 (s, 2 H), |m/z 288, 290, 292 (M* + 1,
a 9 2.99 (s, 6 H) 100%, 66%, 11%)
NH
o N//l\l
HBr
H N

*Solo para referencia

Preparacion del bromhidrato de 3-amino-5,7-dicloro-8-hidroxi-3H-quinazolin-4-ona (5-4 o PB 1099)
1 0

cl
COCMe CO0OMe
—— —
cl NH, i N=\/" cl
OMe
23

OMe OEt
52 53 54

Una solucién del éster metilico del acido 2-amino-4,6-dicloro-3-metoxibenzoico (2-3) (6.35 g, 25.4 mmol) y
ortoformiato de trietilo (60 mL, 361 mmol) se calento a reflujo durante 5 dias. La solucién se enfrié hasta temperatura
ambiente y se evapord a presion reducida para producir el imidato, éster metilico del acido 4,6-dicloro-2-
etoximetilenoamino-3-metoxibenzoico (5-2), y el material de partida (7.80 g) como un aceite marrén; 5-2:2-3 - 9:1.

Ester metilico del acido 4,6-dicloro-2-etoximetilenoamino-3-metoxibenzoico (5-2): *H NMR (DMSO-de): & 7.99 (s, 1
H), 7.48 (s, 1 H), 4.22 (q, 2 H), 3.79 (s, 3 H), 3.62 (s, 3 H), 1.28 (t, I = 7.2, 3 H).

A una solucién enfriada en hielo del imidato 5-2 (400 mg, 1.31 mmol) en etanol (12 mL), se le agregd hidrato de
hidrazina (1.8 mL, 57.8 mmol) en atmdsfera de argon. Luego de 15 min, la solucién se calentd hasta temperatura
ambiente y se agitd durante otras 2 h. La suspension espesa se diluyd con etanol y se filtrd. El solido se lavo con
etanol frio y se sec6 al vacio para dar 3-amino-5,7-dicloro-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona (5-3) como un sdlido
esponjoso blanco (289 mg, 85%).

3-Amino-5,7-dicloro-8-metoxi-3H-quinazolin-4-ona (5-3): 'H NMR (DMSO-ds): 6 8.48 (s, 1 H), 7.74 (s, 1 H), 5.85 (s, 2
H), 3.94 (s, 3 H); espectro de masas: m/z 260, 262, 264 (M+ + 1, 100%, 66%, 11%).

Una solucién de 5-3 (60 mg, 0.231 mmol) y acido bromhidrico acuoso al 48% (2 mL) se calenté a 120 °C durante 2
h. La solucion se enfri6 hasta temperatura ambiente y el precipitado se aisl6 por filtracion, se lavo sucesivamente
con diclorometano y éter dietilico, y se sec6 al vacio para proporcionar bromhidrato de 3-amino-5,7-dicloro-8-hidroxi-
3H-quinazolin-4-ona (5-4) como un soélido blanco (44 mg, 58%).

Bromhidrato de 3-amino-5,7-dicloro-8-hidroxi-3H-quinazolin-4-ona (5-4): 'H NMR (DMSO-ds): 6 8.44 (s, 1 H), 7.60 (s,
1 H); m/z 246, 248, 250 (M* + 1, 100%, 66%, 11%).

Ejemplo 5 - Preparacion de 3-(sustituidas)amino-5,7-dicloro-8-hidroxi-3H-quinazolin-4-onas

Cl
c O H a o "
COOMe N N
— NTR N R
Cl N= ,) /)
=\ ci N ] N
OMe Of1 OMe OH
52 S6A - 5-6C 57A-5TC
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A una suspension enfriada en hielo de clorhidrato de fenilhidrazina sustituida (1.61 mmol) en etanol (4 mL) se le
agrego trietilamina (185 mg, 1.83 mmol) en atmdsfera de argén. La mezcla se agité a 0 °C durante 15 min previo a la
adicion de una solucion del imidato 5-2 (180 mg, 0.59 mmol) en etanol (3 mL). La mezcla resultante se agité a 0 °C
durante 40 min, después a temperatura ambiente durante 4 dias. La suspension se filtrd y el sélido blanco se lavo
con etanol frio y se seco6 al vacio para producir el compuesto 8-metoxi-3-(sustituido)amino 5-6.

Ejemplos de hidrazinas utilizadas: el clorhidrato de 2,4-difluorofenilhidrazina da 5-6A, el clorhidrato de 4-
metoxifenilhidrazina da 5-6B y el clorhidrato de 4-fluorofenilhidrazina da 5-6C.

Una solucién del compuesto 8-metoxi (5-6A, 5-6B 0 5-6C) (0.133 mmol) y acido bromhidrico acuoso al 48% (3 mL)
se calent6 a 120 °C durante 6 horas, y se dej0 que alcanzara la temperatura ambiente. El sélido se aislé por
filtracion, se lavo con diclorometano y éter dietilico y se sec6 al vacio para dar el compuesto 3-(sustituido)amino (5-
7A, 5-7B 0 5-7C) (Tabla 8).

Tabla 8 Compuesto preparados segun el ejemplo 5

Compuesto Estructura Rendimiento (%) Datos de 'H-NMR* Datos espectrales de
masas
5-6A* (DMSO-ds): 59.16 (s, 1 |m/z 372, 374, 376
o f w H), 8.62 (s, 1 H), 7.80 (s, |(M" + 1, 100%, 66%,
N 32 1H),7.29 (td, J = 2.4 11%)
o N,,l ] and 9.2, 1 H), 6.89 (m, 2
Lo H), 3.99 (s, 3 H)
5-6B*
[« ] Q H
N
OGN
Cim OMe
OMe
5-6C*
] o H
N
L
(e} N/) F
Me
5-7A (1100) (DMSO-de): 59.15 (s, 1 |m/z 356, 358, 360
@9 w f H), 8.60 (s, 1 H), 7.66 (s, |(M" -1, 100%, 66%,
u’N\@ 23 1H),7.29 (m, 1H),6.81 [11%)
o 7 ] (m, 2 H).
OH HBr
5-7B
cl [o] H
N
QO
cu’@fnk’) OH
OH HBr
5-7C
cl [#] H
N
L
mm F
OH HBr

*los desplazamientos quimicos para el 8-OH y HBr (cuando corresponde) no fueron incluidos en las asignaciones
*Solo para referencia
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Tabla 9 Compuestos preparados segun los procesos descritos en el esquema 5

Compuesto Estructura
5-7D
5-7E
5-7F
aQ [+] H
N,N‘f/\
] N//]
ad
5-7G
5-7H
<l [o}
_.NHEt
N
a N/J
OH
5-71
Cl 0 H
_N
N \]/
o N/)
OH
5-5A
Gl [+] H
N/NW
J o
a N
OH
5-5B
F
o0 Y@
_N
N
] NJ 0
OH
5-5C
c o0 H T@r%
N
N
o N/) ¢
OH
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Tabla 10 Compuestos preparados por alquilacién o acilacién de algunos de los compuestos de las tablas 1y 2

Compuesto Estructura Precursor
6-1 2-7S2
P (\N/\/
N/\/N\)
o] N//‘I
OH
6-2 2-7TX2
o 0 J;rlo
N
cl N/)
OH
6-3 2-7TR2
& o (\hlo
N’N\)
< N/J
OH
6-4 2-7Q2
o o
0
a N/J N
6-5 2-711
o o
N
A N
N NN
OH 0
6-6 o 2-7S2
o o ‘/'\Nk/
N/\/N\)
o N/)
OH

Ejemplo 6 - Preparacion de 3-sustituida-3H-quinazolin-4-tiona (7-2)

c D 6 S s
.R _R R
N —r— JN i )N’
o -~ -
a N’] cl N cl N
OMe OMe _ OH

Una mezcla de la 3-sustituida-3H-quinazolin-4-ona (0.70 mmol), P4Sio (0.93 mmol) y piridina (5 mL) se calent6 a
reflujo. Cuando la reaccién se completd, controlada por analisis de TLC, la mezcla se concentré hasta sequedad y el
residuo resultante dio, después de la cromatografia en columna (SiO2; eluyendo con acetato de etilo/metanol, 100:1),

71

la 3H-quinazolin-4-tiona 7-1 correspondiente.

Una mezcla de la 3H-quinazolin-4-tiona 7-1 se tratd6 con BBr; segun las condiciones descritas previamente en el
ejemplo 1. El tratamiento de la manera usual con metanol proporcioné la 3H-quinazolin-4-tiona 7-2 correspondiente

(Tabla 11).
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Tabla 11 Compuestos preparados segun el ejemplo 6
Compuesto Estructura
7-2A
7-2B
c S
N
e
c NJ
OH
7-2C
ct 3
NS
[¥] NIJ
OH
7-2D
Cl 5
N
v
Tl N
OoH
7-2E
cl s s |
N AN
a N/J
OH
7-2F
Cl s
N/\/NEQ
a NP
OH
7-2G
Cl s
N N\
[
cl N’J F
oH
7-2H
Et\ N
Cl 8 /U
.
N
OH

Ejemplo 7 - Evaluacion de los compuestos de formula |

Los ensayos siguientes se utilizaron en la evaluacion de los compuestos de formula | para determinar su idoneidad

para ser utilizados en los métodos de la invencion

Ensayo 1. Ensayo fluorométrico de H,O;

Se us6 un ensayo fluorométrico para probar la capacidad de un compuesto de prueba para inhibir la generacion de
perdxido de hidrégeno por AB en presencia de cobre basado en diacetato de diclorofluoresceina (DCF; Molecular
Probes, Eugene OR). La solucion de DCF (5 mM) en dimetilsulféxido al 100% (previamente purgado con argén
durante 1 h a 20 °C) se desacetil6 en presencia de NaOH 0.025 M durante 30 min y se neutralizé a pH 7.4 hasta una
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concentracion final de 1 mM. Se preparé una solucion madre de peroxidasa de rabano (HRP) en una concentracion
de 1 uM a pH 7.4. Las reacciones se llevaron a cabo en PBS, pH 7.4 en una placa de 96 pocillos (volumen total =
250 pl/pocillo). Las soluciones de reaccion contenian AR 1-42 a concentraciones en el rango de 50 nM a 1 uM,
quelato de cobre-glicina (Cu-Gly), se prepar6 agregando CuCl; a glicina en una relacion 1:6 y se agregé a A en la
proporcion 2Cu-Gly:1AB), reductores incluida dopamina (5 uM) o acido ascérbico, DCF desacetilada 100 uM, y HRP,
0.1 uM. EDTA 1-10 uM u otro quelante también puede estar presente como control para el cobre libre, pero no fue
necesario para que el ensayo funcionara. La mezcla de reaccién se incub6 a 37 °C durante 60 min. Pueden incluirse
como controles positivos estandares de catalasa (4000 unidades/ml) y H,O, (1-2.5 uM) en PBS pH 7.4. La
fluorescencia se registré utilizando un lector de placas con filtros de excitacion y emisiéon a 485 nM y 530 nM,
respectivamente. La concentracion de H,O, se puede establecer comparando la fluorescencia con los estandares de
H20,. La inhibicion de la produccion de H2O, por AB se evalud incluyendo una concentracién conocida de
compuesto(s) de prueba en los pocillos de prueba.

Ensayo 2. Ensayos de neurotoxicidad

Cultivos primarios de neuronas corticales

Se prepararon cultivos corticales segun se describi6 previamente (White et al.,, 1998). Se extrajeron cortex
embrionarios del dia 14 de ratdn BL6Jx129sv, se disecaron sin meninges y se disociaron en tripsina al 0.025%
(peso/vol). Las células disociadas se distribuyeron en placas de cultivo de 48 pocillos a una densidad de 2 x 10°
células/ml en MEM con 25% (vol/vol) de FCS y 5% (vol/vol) de HS y se incubaron a 37 °C durante 2 h. Después los
medios se reemplazaron con medio Neurobasal (Invitrogen Life Technologies) y suplementos B27 (Invitrogen Life
Technologies). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en 5% de CO,. Antes de la experimentacion, el medio de cultivo
se reemplaz6 con medio neurobasal y B27 sin antioxidantes (Invitrogen Life Technologies).

Cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo

Se extrajeron cerebelos de ratones, 5-6 dias después del nacimiento (P5-6) y se disecaron sin meninges y se
disociaron en tripsina al 0.025%. Las neuronas granulares del cerebelo (CGN) se distribuyeron en placas de cultivo
de 24 pocillos a una concentracién de 350 000 células/cm? en BME (Invitrogen Life Technologies) suplementado con
10% de suero fetal bovino (FCS), glutamina 2 mM y KCI 25 mM. Se agregé sulfato de gentamicina (100 ug/mL) a
todos los medios distribuidos en placas y los cultivos se mantuvieron a 37° C en 5% de COa.

Ensayo 3. Ensayos de viabilidad celular
(a) Ensayo MTS de viabilidad celular

Se determind la viabilidad celular usando el ensayo MTS. El medio de cultivo se reemplaz6 con medio neurobasal
recién preparado méas suplementos B27 menos antioxidantes. Volumen 1/10 de soluciéon MTS (Cell Titre 96 Aqueous
One, Promega Corporation) y se incubé a 37 °C durante 2 h. Se midieron alicuotas de 200 microlitros con un
espectrofotometro a 560 nm.

(b) Ensayo LDH de viabilidad celular

Se determiné la muerte celular a partir de sobrenadantes de cultivo exentos de suero y residuos celulares usando el
kit de deteccidn de citotoxicidad de lactato deshidrogenasa (LDH) (Boehringer Ingelheim) segun las instrucciones del
fabricante.

(c) Ensayo de neurotoxicidad de AB y neuroproteccion de AR

Se cultivaron células neuronales corticales durante cinco dias segun el ensayo 2. El dia seis se reemplazaron los
medio neurobasal (NB) (Invitrogen Life Technologies) y el suplemento B27 (Invitrogen Life Technologies) con medio
NB y suplemento B27 (sin antioxidantes). El dia seis, se agregaron individualmente los compuestos de prueba a los
cultivos de células neuronales.

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO al 100% hasta una concentracion de 2.5 mM (10 mM si se se
habia pesado un exceso del compuesto por vial - después diluida a 2.5 mM). Se diluyé serialmente 1 en 10 la
soluciéon madre 2.5 mM para dar soluciones de trabajo 250 pM, 25 uyM, y 2.5 pM.

Preparacion de AB:

AR se disolvio iniciaimente en NaOH 20 mM hasta una concentracion de 1 mM y se sometié a ultrasonido durante 5
minutos. Después el péptido se diluyé en H,O y 10 X PBS hasta una concentracioén final de 200 uM de AB en 1 X
PBS. El péptido se volvié a someter a ultrasonido durante 5 minutos y luego se hizo girar a 14 000 rpm durante 5
min y se transfirid a un tubo nuevo.

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO al 100% hasta una concentracion de 2.5 mM (10 mM si se
habia pesado un exceso del compuesto por vial - después diluida a 2.5 mM). La solucion 2.5 mM se diluyd
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serialmente 1 en 10 [en medio NB y B27 (sin antioxidantes)] para dar soluciones de trabajo 250 uM, 25 yM, 2.5 pM.
Los compuestos de prueba no se agregaron directamente a las células, sino que se agregaron a la “placa de
farmaco” de 48 pocillos segun se indica a continuacion:

Preparacion de la “placa de farmaco”.
A una placa de 48 pocillos agregar:

Pocillo 1: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante)* + 24 pl de compuesto de prueba 25 uM + 60 pl de diluyente de
AB**

Pocillo 2: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 250 uM + 60 pl de diluyente de
AB

Pocillo 3: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 pl de diluyente de compuesto de prueba*** + 60 pl de Ap1-
42

Pocillo 4: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 25 uM + 60 ul de AB1-42

Pocillo 5: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 pul de compuesto de prueba 25 uM + 60 ul de AB1-42

Pocillo 6: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 pl de compuesto de prueba 250 uM + 60 pl de diluyente de
AB1-42

Pocillo 7: 515 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 pl de diluyente de compuesto de prueba + 60 pl de diluyente
de AB1-42

Pocillo 8: 600 pl de NB + B27 (sin antioxidante)

N.B. 60 pl de AB1-42 equivale a 20 pl de AB1-42 por pocillo que equivale a AB1-42 20 uM

La placa de farmaco se incubé a 37 °C durante 15 minutos. Se agregaron 200 pl de cada pocillo por triplicado a la
placa de células correspondiente. La placa de células se incubé a 37 °C durante 4 dias.

* Medio NB + B27 (sin antioxidantes),
** Diluyente de AB NaOH 2 mM, 1 X PBS
*** Diluyente de PBT DMSO al 10% en NB + B27 (sin antioxidantes)

Finalizacion del ensayo:

Al 4° dia después de tratar las células el ensayo se finalizd agregando MTS a las células.

(d) Ensayo de citotoxicidad del compuesto de prueba

Se cultivaron células neuronales corticales durante cinco dias segun el ensayo 2 en medio NB y suplemento B27.

El dia seis los compuestos de prueba se agregaron a los cultivos de células neuronales en medio NB y suplemento
B27 sin los antioxidantes.

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO al 100% hasta una concentracion de 2.5 mM (10 mM si se se
habia pesado un exceso del compuesto por vial - después diluida a 2.5 mM). Se diluyé serialmente 1 en 10 la
solucion madre 2.5 mM para dar soluciones de trabajo 250 uM, 25 yM, y 2.5 uM. Los compuestos de prueba no se
agregaron directamente a las células, sino que se agregaron a la “placa de farmaco” de 48 pocillos segun se indica a
continuacion:

Preparacion de la “placa de farmaco”.
A una placa de 48 pocillos agregar:

Pocillo 1: 576 ul de NB + B27 (sin antioxidante)* + 24 ul de compuesto de prueba 2.5 uM
Pocillo 2: 576 ul de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 25 uM

Pocillo 3: 576 ul de NB + B27(sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 250 puM

Pocillo 4: 576 ul de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 2.5 uM

Pocillo 5: 576 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 ul de compuesto de prueba 25 pM

Pocillo 6: 576 pl de NB + B27(sin antioxidante) + 24 pl de compuesto de prueba 250 pM

Pocillo 7: 576 pl de NB + B27 (sin antioxidante) + 24 pl de diluyente del compuesto de prueba**
Pocillo 8: 600 pl de NB + B27 (sin antioxidante)

La placa de farmaco se incubé a 37 °C durante 15 minutos. Se agregaron 200 ul de cada pocillo por triplicado a la
placa de células correspondiente. La placa de células se incubé a 37 °C durante 4 dias (se probaron dos
compuestos en cada placa de células)
* Medio NB + B27 (sin antioxidantes),
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** Diluyente de PBT DMSO al 10% en NB + B27 (sin antioxidantes)

Al finalizar el ensayo se agregd un volumen de 1/10 de MTS por cada pocillo de placa (es decir 25 pl/250 pl). Las
placas se incubaron a 37 °C durante 2 horas y después se leyd la absorbancia a 560 nm.

Ensayo 4. Ensayo de caspasa

Para medir la actividad de caspasa en cultivos neuronales, se retir6 el medio de cultivo, las células se lavaron dos
veces con solucién salina de control (pH 7.4) y se agregd directamente a los cultivos tampdn de extraccién de
células helado. El tampdn de extraccién consistia en Tris 20 mM (pH 7.4), sacarosa 1 mM, EDTA 0.25 mM,
ditiotreitol 1 mM (DTT), PMSF 0.5 mM, Triton X-100 (Tx-100) al 1% y1 pug/mL de pepstatina y aprotinina. Luego de la
incubacién durante 15 min en hielo, el tampén de extraccion se retird, se centrifugé durante 5 min a 4 °C en una
microcentrifuga y se agregaron 100 pl de sobrenadante a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se agregaron
100 pL de sustrato 200 uM (DEVD-pNA, VEID-pNA o IETD-pNA para caspasas 3, 6 y 8, respectivamente) a cada
pocillo para dar una concentracion final de sustrato 100 uM. Las placas se incubaron a 37 °C durante 2, 4,6 024 hy
se determind la absorbancia a una longitud de onda de 415 nm (Abs 415). La lectura de absorbancia se compar6
con un estandar conocido de pNA solo.

Ensayo 5. Ensayo de anexina V

Para determinar el nivel de unién de anexina V a las células, se lavaron dos veces los cultivos con solucién salina de
control (pH 7.4) seguido de la adicion de anexina V-FITC a una concentracion de aproximadamente 0.5 pg/mL en
solucion salina de control (pH 7.4). También se agreg6 yoduro de propidio (10 pg/mL) a los cultivos al mismo tiempo.
Las células se incubaron en la oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente y a continuacién se lavaron tres
veces con solucion salina de control recién preparada. El andlisis de fluorescencia FITC (ex. 488 nm, em. 510 nm)
se realiz6 con un microscopio Leica DMIRB. Se tomaron fotografias con un accesorio de camara Leica MPS 60
usando pelicula en color ASA400, y los negativos se escanearon en Adobe Photoshop v2.0.1.

Ensayo 6. Ensayo de oxidacion de lipoproteina

Se pueden usar dos ensayos diferentes de peroxidacion lipidica mediada por metal. El primer ensayo implica medir
la actividad oxidativa de proteinas metalizadas. Esta se determina mezclando proteina metalizada dializada o nativa
(en las concentraciones indicadas) con 0.5 mg/mL de LDL durante 24 horas (37 °C). La peroxidacion lipidica (LPO)
se mide utilizando un kit de ensayo de peroxidacion lipidica (LPO 486, Oxis International Inc. Portland, OR) segun
las instrucciones del kit. El nivel de LPO se determina comparando la absorbancia (486 nm) con la de LDL sola
(100% LPO). El segundo ensayo se usa para medir la actividad LPO de las proteinas nativas en presencia de Cu
libre, no unido a proteinas. Esto implica agregar péptidos no metalizados (140 uM) a 0.5 mg/mL de LDL junto con
Cu-gly 20 uM y determinar LPO como para las proteinas metalizadas. El nivel de LPO se determina comparando la
absorbancia (486 nm) con la de LDL + Cu-gly (100% de LPO). Como control negativo, también se expone LDL a
soluciones dializadas Cu-gly comparables a las utilizadas para metalizar con Cu las proteinas.

Ensayo 7. Citotoxicidad inducida por proteinas metalizadas con Cu

Se mezclan proteinas o péptidos sintéticos con soluciones de metal- glicina en una concentracién equimolar o 2
veces la concentracion de metal respecto a la concentracién de proteina. Las mezclas de metal-proteina se incuban
toda la noche a 37 °C y después se dializan extensivamente (24 h contra dos cambios de dH,O (3 L/cambio) a
temperatura ambiente) usando vasos de minididlisis con un corte a 3500 kilodalton (Pierce, Rockford, IL). La didlisis
de las proteinas contra PBS de pH 7.4 resulté en proteinas metalizadas con actividad idéntica a la didlisis con dH>O.

Para determinar sus efectos neurotoxicos, las proteinas metalizadas, las proteinas nativas o los péptidos se agregan
a cultivos primarios de neuronas corticales de 2 dias de antigiiedad. Los cultivos también se exponen a Cu-gly (5 o
10 pM) o LDL. Los cultivos de control positivos se tratan con Cu-gly + LDL o el producto de LPO, 4-hidroxi-nonenol
(HNE, Sigma Chemicals). Los cultivos se analizan para determinar la muerte celular con el kit de ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH) (Roche Molecular Biochemicals, Nunawading, Australia) segun las instrucciones del
fabricante.

Ensayo 8. Ensayo de naranja de acridina para pérdida de acidificacion lisosémica mediada por Ap.

Se tratan neuronas corticales de ratén cultivadas con AB1-42 (20 uM) durante 16 h y después se tifien con naranja
de acridina (NA) 5 mg/ml durante 5 min a 37 °C. La fluorescencia inducida por NA se mide con un filtro rojo en un
microscopio de fluorescencia. NA es una base débil lisosomatrépica que se acumula en los compartimientos
endosomicos/lisosdmicos y presenta fluorescencia naranja durante la incubacion. La NA es secuestrada dentro de
los lisosomas, mientras haya un gradiente de protones sustancial en las membranas lisosémicas. El tratamiento de
las células con AB1-42 interrumpe el gradiente de protones de la membrana lisosémica y relocaliza la NA en el
citosol, como se indica por la pérdida de fluorescencia naranja dentro de 16-24 h.
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Ensayo 9. Ensayo de solubilizaciéon de amiloide de cerebro humano

Este ensayo se llevo a cabo con el fin de evaluar la capacidad de un compuesto de prueba para movilizar A desde
la fase insoluble a la fase soluble de un extracto de tejido de un cerebro humano con EA post mortem.

Hasta 0.5 g de corteza que contenia placa sin meninges se homogeneizé usando un homogeneizador DIAX 900
(Heudolph y Co, Kelheim, Alemania) u otro dispositivo adecuado durante tres periodos de 30 segundos a toda
velocidad en hasta 2 ml de solucién salina amortiguada con fosfato helada, pH 7.4. Para obtener la fraccion extraible
con la solucién salina amortiguada con fosfato, el homogeneizado se centrifugd a 100 000 x g durante 30 min y se
elimind el sobrenadante. Alternativamente, el tejido se liofilizé, después se pulverizé para formar un polvo que luego
se peso en alicuotas para extraer como se mencioné antes. Se retir6 una alicuota de 10 pl del sobrenadante
después de la centrifugacion y se mezcl6 con un volumen igual de tampon de muestra 2XTris-Tricina SDS, pH 8.3,
que contenia 8% de SDS y 10% de 2-mercaptoetanol. Después las muestras se calentaron durante 10 min a 90 °C y
se separaron por electroforesis en gel. La fraccién insoluble de las muestras corticales se obtuvo resuspendiendo la
muestra sedimentada inicial en 1 ml de solucién salina amortiguada con fosfato. Después una alicuota de 50 pl de
esta suspension se llevo a ebullicion en 200 ml de tampo6n de muestra como el indicado antes.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con Tris-Tricina se realizd cargando muestras apropiadamente diluidas en
geles de gradiente de 10% a 20% (Novex, San Diego, CA) seguido de transferencia a una membrana de
nitrocelulosa 0.2 pum (Bio-Rad, Hercules, CA). AB se detecté utilizando un anticuerpo monoclonal W02, que detecta
residuos 5 a 8, 17 (u otro anticuerpo adecuado) junto con anti-IgG de raton en conejo conjugado a peroxidasa de
rabano (Dako, Dinamarca) y se visualizd usando quimioluminiscencia mejorada (por ej. ECL; Amersham Life
Science, Buckinghamshire, Reino Unido). Cada gel incluyd tres carriles que contenian 0.5, 1 y 2 ng de AB4o Sintético
(Keck Laboratory, Yale University, New Haven, CT) como estandares de referencia.

Las membranas de inmunotransferencia se leyeron utilizando un dispositivo de imagenologia adecuado por ejemplo
Fuji LAS3000 y la densitometria se realiz6 utilizando el software adecuado, por ejemplo Multigauge. Se establecio6 el
rango lineal de la intensidad de la sefial para el andlisis densitométrico de las bandas de A mono - y dimérica con
relacion a estandares de AP conocidos. Los porcentajes calculados en la tabla 13 representan las lecturas promedio
del grupo de ratones en tratamiento con respecto al grupo de ratones tratados con vehiculo.

Todas las muestras se analizaron varias veces y las diluciones y cargas de los geles se ajustaron para que
estuvieran en la regiéon cuantificable de la curva estandar. La AR insoluble estuvo compuesta por la fraccion
sedimentable derivada de la placa de amiloide insoluble de las muestras corticales anteriores y la fraccion soluble
que contiene AR soluble monomérica y/u oligomérica.

Se corrieron varios geles por cada compuesto de prueba con un control de PBS incluido en cada gel. Cada gel
contenia diversas concentraciones del compuesto de prueba. Se utilizé6 una prueba t de student para comparar la
media del valor mas alto obtenido por el compuesto de prueba para cada gel a cualquier concentracién, con la media
de los valores de PBS tomados de los multiples geles. Por consiguiente se puede hacer una determinacion de si el
aumento promedio en la solubilizacién obtenido por cualquier compuesto de prueba es significativo en comparacion
con PBS solo. Los compuestos de prueba con una puntuaciéon (+) son compuestos que lograron un aumento
estadisticamente significativo en la solubilizacion de la placa con respecto a la del PBS solo. Un compuesto de
prueba con una puntuacion (-) es un compuesto que no logra un aumento estadisticamente significativo en la
solubilizacion de la placa con respecto a la del PBS solo.

Ensayo 10. Particion de metal

Para analizar los efectos de la particién de diversos metales, incluidos zinc y cobre, después de la extraccion de
tejido cerebral en presencia de un compuesto de prueba, se prepararon fracciones solubles e insolubles de un
extracto de tejido cerebral humano para el ensayo de solubilizacién de amiloide. Se analizaron los metales en las
dos fracciones mediante espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente luego del pretratamiento
apropiado con acido nitrico y/o perédxido de hidrégeno, en caso necesario.

Ensayo 11. Efecto de la administracion de los compuestos de prueba sobre los depdsitos de AR en animales
transgénicos

Se dispone de modelos de raton transgénicos para una serie de trastornos neurolégicos, que incluyen la enfermedad
de Alzheimer (Games et al.,, 1995; Hsiao et al.,, 1996); la enfermedad de Parkinson (Masliah et al., 2000); la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Gurney et al., 1994); la enfermedad de Huntington (Reddy et al., 1998); y la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) (Telling et al., 1994). Encontramos que uno de los modelos transgénicos
para la enfermedad de Alzheimer, el ratén transgénico APP2576 (Hsiao et al., 1996) también tiene una alta
incidencia de cataratas. Estos modelos animales son adecuados para probar los métodos de la invencién.

Se utilizaron ratones transgénicos de la cepa APP2576 (Hsiao et al., 1996). Se eligieron ratonas de 8 a 9 meses de
vida y se dividieron en grupos para el tratamiento.
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Las ratonas se sacrificaron a intervalos, y se examinaron sus cerebros para determinar si el tratamiento con
compuestos de prueba habia disminuido la formacion de amiloide en el cerebro, y la identificacién del protocolo de
administracion mas eficaz. Se determinaron los niveles de AR soluble e insoluble en el cerebro y el suero utilizando
inmunotransferencias tipo Western calibradas segun la metodologia descrita para el ensayo 9.

Se analizaron otras ratonas de cada grupo durante un periodo de hasta ocho meses respecto al desempefio
cognitivo, utilizando un laberinto acuatico de Morris segun métodos estandar. Un operador a ciegas midié cada dia la
salud general y el bienestar de los animales, utilizando una escala de cinco puntos enteros que subjetivamente
califica una combinacién de caracteristicas, que incluyen actividad motora, alerta y signos de salud general.

Ensayo 12. Propiedades fisicoquimicas

Célculos de superficie polar (SP)
Los valores de superficie polar se calcularon usando el programa basado en la web disponible a través de
"Molinspiration”, un paquete para el célculo de propiedades moleculares.

Mediciones turbidimétricas de solubilidad

La estimacion de solubilidad se midi6 tanto a pH 2.0 como a pH 6.5. Estos valores estan dentro del rango de pH que
se puede prever a lo largo del tracto gastrointestinal proximal en los seres humanos.

Los compuestos se disolvieron en DMSO a concentraciones adecuadas y luego se agregaron en concentraciones
conocidas a HCl 0.01 M (pH aprox. = 2.0) o a solucibn amortiguadora isotonica de fosfato de pH 6.5, la
concentracion final de DMSO fue de 1%. Luego las muestras se analizaron por nefelometria para determinar un
rango de solubilidad. [segun D. Bevan y R. S. Lloyd, Anal. Chem. 2000, 72, 1781-1787].

Valores de cLog P

Se terminaron los valores de Log P tedricos usando el software de ACD Log P. Los valores citados se calcularon a
partir de una base de datos sin entrenamiento y se refirieron a las especies no ionizadas.

Ensayo 13. Penetracion de la barrera hematoencefalica

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO vy se les agreg6 solucién salina amortiguada con fosfato (PBS)
ﬂara obtener soluciones a una concentracion de 50 uM en PBS con 1.25-2.5% de DMSO. Se agregaron trazas de

C-sacarosa a cada solucion madre de infusién (aprox. 0.01 uCi/mL) para que actuara como marcador impermeable
a la barrera hematoencefalica (BHE) para evaluar la integridad de la BHE durante cada perfusion y para estimar el
volumen del espacio vascular residual (EVR) en muestras de tejido cerebral (es decir el volumen de liquido
remanente dentro del lumen de los vasos sanguineos al final de cada perfusion).

Se anestesiaron ratas Spague Dawley macho adultas (180-190 g) con inyecciones intraperitoneales de uretano
(25% p/v) a una dosis de 1.0 mL/100 g de peso corporal. Se expuso quirargicamente la arteria carétida comuan
derecha y se canuld para perfusion de la circulacion cerebral. Después la arteria cardtida externa derecha (que
abastece a los tejidos fuera del craneo) se ligo distal a su bifurcacion de la arteria carétida comun derecha para que
toda la solucidn de infusidn pasara al cerebro a través de la arteria carétida interna derecha remanente. Después se
expuso el corazon y se secciond transversalmente inmediatamente antes del comienzo de la infusion. La velocidad
de la infusion se control6 mediante una bomba para que administrara 3.2 mL/min (aprox. 85% del suministro normal
de sangre al cerebro para este tamafio de rata). La canula de infusién contenia inicialmente un prelavado de 0.5 mL
de PBS heparinizada (10 Ul/ml) cuya funcién es enjuagar los vasos sanguineos y evitar que la sangre coagule y
bloquee los vasos pequefios.

Después de 1.5 minutos, la bomba de infusién se detuvo automaticamente, se retird la canula de la arteria carotida y
luego se recogié una muestra de la solucion de infusion (1-1.5 mL) de la punta de la canula de infusién. Después se
separé el cerebro por diseccién y se dividié en 3 partes; el hemisferio derecho junto con el mesencéfalo derecho, el
hemisferio izquierdo junto con el mesencéfalo izquierdo y el cerebelo (cerebelo, puente de Varolio y tronco
encefalico). Sélo la parte derecha del cerebro se us6 para las mediciones sucesivas porque la perfusion a través de
la arteria carotida interna derecha abastece preferencialmente al hemisferio derecho y al mesencéfalo derecho (el
hemisferio izquierdo y el cerebelo reciben una perfusion colateral variable). Las muestras de tejido cerebral de cada
animal se congelaron a
-30° C, se analizaron alicuotas, homogeneizadas y pesadas, por LC-MS para obtener la concentracién cerebral total.
El andlisis se llevo a cabo usando el instrumento Micromass Triple Quad . La fase movil consistié en un gradiente de
acetonitrilo/agua (que contenia acido férmico al 0.05%) y la columna fue una Phenomenex Luna CN.

Se analizaron pequefias alicuotas de cada muestra de tejido cerebral y la correspondiente solucién de infusion
mediante recuento de centelleo liquido para determinar el nivel de “C-sacarosa. El espacio vascular residual (EVR)
en cada muestra de tejido del cerebro se calcul6 dividiendo la concentracion medida de sacarosa en el tejido
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cerebral (dpm/mg) entre su concentracion en la solucién de infusién correspondiente (dpm/uL). Este es el volumen
de liquido que permanece dentro de los vasos sanguineos al final de cada perfusién. Multiplicando este EVR por la
concentracién del compuesto de prueba en la solucién de infusion se obtiene la cantidad residual total de compuesto
de prueba que esta presente dentro de los vasos sanguineos en cada muestra de tejido cerebral (es decir: lo que no
cruzé la BHE). Restando esto de la concentracion cerebral total se obtiene la cantidad de farmaco en cada muestra
de tejido cerebral que esta fuera de los vasos sanguineos (es decir: que cruz6é la BHE). Dividiendo esta
concentracion cerebral corregida por el EVR cerebro se obtiene el coeficiente de absorcién del cerebro (ecuacion 1).

Ecuacion 1.

[cerebro ng.mg™'] — [EVR ng.pL™]
Coeficiente de absorcién cerebral =

[solucion de infusién ng.pL™]
Se realizaron en total 5 a 6 experimentos de perfusion cerebral para cada uno de los compuestos de prueba y se
calcularon coeficientes medios de absorcion cerebral.

Los coeficientes mayores a 50% indican compuestos que entran en el cerebro extremadamente rapido; los
coeficientes entre 10 y 50% indican compuestos que entran en el cerebro bien; los coeficientes menores de 10% (no
observados) indicarian compuestos que entran muy lentamente en el cerebro y no serian adecuados para la
administracion terapéutica; los coeficientes menores de 1% (no observado) indicarian compuestos que estan
efectivamente excluidos del cerebro.

Ensayo 14. Inmunohistoquimica de cerebro de raton transgénico

En este ensayo se utilizé el raton transgénico APP2576 (Hsiao et al., 1996) al que se hace referencia en el ensayo
11. Se cort6 coronariamente el tejido contralateral cerebral de raton fijado con formalina. Se tomaron cortes (10 pm)
de los sitios correspondientes y se trataron con acido formico al 80% para recuperar el antigeno. El anticuerpo
primario utilizado fue el anticuerpo monoclonal 1E8, que reconoce epitopos entre los residuos 18 y 22 de AB
(SmithKline Beecham, Reino Unido). Se desarrollé inmunorreactividad con el anticuerpo secundario unido a
peroxidasa de rabano (usando un cromégeno 3,3'-diaminobencidina) (Dako) y fosfatasa alcalina (usando fosfato de
5-bromo-4-cloro-3-indoxilo y cromdgeno cloruro de nitroazul de tetrazolio) (Dako). La abundancia de placa por corte
fue evaluada por dos operadores a ciegas respecto al tratamiento, segun la escala siguiente:

0 = no hay placas aparentes

1 = placas presentes pero muy escasas

2 =varias placas presentes

3 = numerosas placas visibles en zonas restringidas

4 = placas abundantes y no restringidas a ningin area en particular.

Cuando correspondié se asignaron valores intermedios por ejemplo 2.5. Se usé la prueba t de student para
comparaciones entre grupos.

Ensayo 15. Perfil farmacocinético

e Se administro infusién intravenosa de compuesto de prueba a 2 ratas; 2 mg/kg en un vehiculo adecuado y se
tomaron muestras de sangre arterial hasta 24 horas después.

e Se realizé la administracion oral de compuesto de prueba a 2 ratas; 30 mg/kg en un vehiculo adecuado a través
de sonda nasogastrica y se tomaron muestras de sangre arterial hasta 24 horas después.

e Se determinaron las concentraciones plasmaticas de compuesto de prueba por un método analitico adecuado.

Calculos:

CL- . Daosis ™ v = CLtnLa'l BA[%) = AUCmr * Dosis "

= df
*' T AUC,, B AUC,, * Dosis o
CLiotal = depuracion plasmatica total después de la administracion |V
Vgg = volumen de distribucion durante la fase de eliminaciéon después de la administracion IV
BA = biodisponibilidad oral

AUCy = area bajo la curva de concentracion plasmatica en funcion del tiempo desde el tiempo cero hasta el infinito
después de la administracion IV
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AUC,a = area bajo la curva de concentracién plasmatica en funcién del tiempo desde el tiempo cero hasta el infinito
después de la administracion oral

B = constante de velocidad de eliminacion terminal después de la administracion IV
Ensayo 16. Determinacion de los niveles plasméaticos de los compuestos de prueba en el ratén
PB 1075

La administracién oral a cuatro ratones de PB 1075 a una concentracién de 30 mg/kg como una suspensiéon en Na-
carboximetilcelulosa (CMC), se realiz6 por sonda nasogéstrica. Dos ratones se sacrificaron 30 minutos después de
la administracion y dos ratones se sacrificaron 60 minutos después de la administracién. Se obtuvo sangre por
puncion cardiaca y el plasma se separd por centrifugacion.

Se determind la concentracion de PB 1075 por LC/MS usando el instrumento de triple cuadrupolo. La fase movil
consistié en un gradiente de acetonitrilo (ACN)/agua (que contenia acido férmico al 0.05%) y la columna fue una
columna Phenomenex Luna 5 um C8 (50 x 2 mm) .

Las muestras suministradas de plasma de ratdn con toxicidad aguda se inyectaron directamente después de una
precipitacion de proteinas con ACN. El método analitico en plasma fue lineal en el rango de 10 a 10 000 ng/ml (R? =
0.994). La recuperacion de PB 1075 del plasma fue ~ 100%.

Las concentraciones de PB 1075 en las muestras de plasma de ratén se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Concentraciones de PB 1075 en plasma de raton después de la dosificacion oral de 30 mg/kg

Exp. no Tiempo (min) Conc. (ng/ml)
2459 30 431.26
2470 30 298.46
2495 60 424.81
2781 60 519.56

PB 1076

La administracion oral a cuatro ratones de PB 1076 a una concentracion de 30 mg/kg como una suspension en Na-
carboximetilcelulosa (CMC), se realiz6 por sonda nasogéstrica. Dos ratones se sacrificaron 30 minutos después de
la administracion y dos ratones se sacrificaron 60 minutos después de la administracion. Se obtuvo sangre por
puncion cardiaca y el plasma se separé por centrifugacion.

Se determiné la concentracion de PB 1076 por LC/MS usando el instrumento de triple cuadrupolo. La fase movil
consistié en un gradiente de acetonitrilo (ACN)/agua (que contenia acido férmico al 0.05%) y la columna fue una
columna Phenomenex Luna 5 um C8 (50 x 2 mm) .

Las muestras de plasma de raton se inyectaron directamente luego de la E)recipitacién de proteinas con ACN. El
método analitico en plasma fue lineal en el rango de 500 a 10 000 ng/ml (R” = 0.999). La recuperacién de PB 1076
del plasma fue ~ 85%.

La concentracion de PB 1076 en plasma de ratdn después de la dosificacion oral de 30 mg/kg se muestra en la tabla
13.

Tabla 13. Concentraciones de PB 1076 en plasma de raton después de la dosificacion oral de 30 mg/kg

ID del raton Tiempo (min) Conc. (ng/ml)
3036 30 2325.77
3041 30 1593.61
3014 60 2697.62
3015 60 1167.52

PB 1077

La administracién oral a cuatro ratones de PB 1077 a una concentracién de 30 mg/kg como una suspension en Na-
carboximetilcelulosa (CMC), se realiz6 por sonda nasogastrica. Dos ratones se sacrificaron 30 minutos después de
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la administracion y dos ratones se sacrificaron 60 minutos después de la administracién. Se obtuvo sangre por
puncion cardiaca y el plasma se separé por centrifugacion.

Se determind la concentracion de PB 1077 por LC/MS usando el instrumento de triple cuadrupolo. La fase movil
consistié en un gradiente de acetonitrilo (ACN)/agua (que contenia &cido férmico al 0.05%) y la columna fue una
columna Phenomenex Luna 5 pm C8 (50 x 2 mm) .

Las muestras de plasma de ratdén se inyectaron directamente luego de la precipitacion de proteina con ACN. El
método analitico en plasma fue lineal en el rango de 5 a 5000 ng/ml (R2 = 0.999). La recuperacion de PB 1077 del
plasma fue ~ 92%.

La concentracion de PB 1077 en plasma de ratdn después de la dosificacion oral de 30 mg/kg se muestra en la tabla
14,

Tabla 14. Concentraciones de PB 1077 en plasma de raton después de la dosificacion oral de 30 mg/kg

ID del raton Tiempo (min) Conc. (ng/ml)
3062 30 731.2
3060 30 984.7
3093 60 752.8
3095 60 495.1

Ensayo 17. Ensayo de desagregacion de la placa de amiloide sintética

Este ensayo mide la capacidad de los compuestos de prueba para disolver los agregados del péptido A-beta de 42
residuos sintético de la enfermedad Alzheimer, formado por precipitacion con zinc.

El ensayo de desagregacion de la placa sintética es un ensayo basado en fluorescencia de tioflavina T que mide la
capacidad de un compuesto de prueba para desagregar los agregados sintéticos generados por la incubacion de la
proteina A-beta amiloide (AB) de la enfermedad de Alzheimer en presencia de zinc.

El A-beta de 42 residuos que es la forma mas prevalente en las placas de amiloide de la enfermedad de Alzheimer
se precipita mediante adicion de sales de cinc para formar un agregado con conformacion en hoja beta
fisicoquimicamente congruente con los nucleos cristalinos de las placas de amiloide. Se incorpora tioflavina T, un
agente que exhibe fluorescencia especifica cuando se intercala en una estructura de hoja beta, en el agregado A-
beta/Zn durante el proceso de agregacion. La solubilizacion de los agregados unidos al metal por un compuesto de
prueba resultara en reduccién de la fluorescencia, a medida que se pierde la conformacién en hoja beta. La actividad
de un compuesto en este ensayo es una combinacién de sus propiedades quelantes de metales, solubilidad,
hidrofobicidad y elementos estructurales que influyen en la interaccion con la masa de amiloide.

El ensayo modela el proceso por el cual actia un compuesto de prueba, ya sea para competir por los metales
unidos con AR o alternativamente para desplazar los metales uniéndose competitivamente en el sitio de unién del
metal, resultando en la solubilizaciéon de AB precipitada por zinc, como un modelo in vitro de desagregacion de la
placa.

Reactivos del ensayo

Se prepararon alicuotas de péptido sintético AR para mayor comodidad. AR se disolvié en agua destilada y se evalud
la concentracion del péptido por absorcion a 214 nm contra una curva estandar validada. En cada ensayo se
incluyeron agregados de Abeta/Zn en presencia s6lo de solvente (DMSO) y vehiculo de control (PBS) como
controles negativos.

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO hasta una concentracion de 5 mM. Se hicieron diluciones en
DMSO segun el caso hasta 100 veces la concentracion final deseada y se afiadieron inmediatamente a los
agregados de A-beta.

Método

Se incub6 A-beta 1-42 con ZnCl; y tioflavina T (ThT) en una relacion molar de (1:2:2) durante 24 horas a 37 °C en
una rueda giratoria en PBS de pH 6.6. Luego de la incubacién, se incubaron los agregados con compuesto de
prueba durante otras 2 horas a 37 °C con rotacion. En cada experimento se incluyeron blanco de PBS, agregados
sin tratar y controles de DMSO. Después de 2 horas de incubacion, se midié la fluorescencia de ThT en las muestras
usando un fluorimetro LS55 (Perkin Elmer) en una cubeta.
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Los datos se generaron en el software FL Winlab (Perkin Elmer) y se analizaron usando software GraphPad Pris
v4.0. Los datos se calcularon como el promedio de mdltiples lecturas.

Resultados

Los resultados se presentan en forma de tablas como la concentracion (uM) a la cual se obtiene 50% de
desagregacion (Clso) y como porcentaje de desagregacion a una concentracion 5 UM (expresado como 5/% de
reduccion). Los dos valores juntos proporcionan una medida de la eficiencia de la desagregacion

Si el compuesto no alcanza 50% de desagregacién en el rango de concentracién probado el resultado se registra
como >20 pM, que corresponde a la concentracion maxima a la cual se prueba el compuesto. Este resultado indica
que el compuesto de prueba es relativamente malo en su capacidad para desagregar los agregados de A 1-42. Un
compuesto de prueba capaz de alcanzar una Clsp a una concentracion menor de 20 UM y que tiene una puntuacion
mayor de 20% de desagregacion a una concentracion de 5 uM se considera “bueno”. Un compuesto de prueba
capaz de alcanzar una Clsp a una concentracion menor de 20 pM y que tiene una puntuacion mayor de 40% de
desagregacion a una concentracién de 5 yM se considera “muy bueno”.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula |

en el cual

R? es H o CH2NR'R? en el cual R' y R* se seleccionan independientemente entre H, C16 alquilo opcionalmente
sustltwdo y Cs cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R® es H; Cis4 alquilo opcionalmente sustituido; C,4 alquenilo opcionalmente sustituido; Cag cicloalquilo
opcionalmente sustituido; arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido, opcionalmente condensado con un arilo o
heteroarilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido que
contiene N, saturado o |nsaturado opcionalmente condensado con un arilo o heteroarilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido; (CH2),R® en el cual n es un nimero entero de 1 a 6 y R® es Cy4 alquilo opcionalmente
sustituido, Cs cicloalquilo opcionalmente sustituido, heterociclilo de 5 0 6 miembros opuonalmente sustltwdo que
contiene Nitrdgeno, saturado o insaturado, o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; NR®R’ en el cual R® y R®
se seleccionan independientemente entre H, Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido, Cs.s cicloalquilo opcionalmente
sustituido, heterociclilo de 5 o 6 miembros opmonalmente sustltwdo que contiene N, saturado o insaturado, y arilo
de 6 miembros opcionalmente sustituido; NHCOR™ en el cual R' es Cy. alquilo opcionalmente sustituido, Cs.g
cicloalquilo opcionalmente sustituido, heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N,
saturado o insaturado, o arilo de 6 mlembros opcionalmente sustituido;

CH,CONR™R'" en el cual R™ y R' se seleccionan independientemente entre H, Cis alquilo opcionalmente
sustituido, C,.s alquinilo opcionalmente sustituido y heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustltwdo que
contiene N, opcionalmente condensado con arilo de 6 miembros 0pcnonalmente sustltwdo y (CH2)mNHR™ en el cual
R'® se selecciona entre Cyg alquilo opcionalmente sustituido y SO,R™ en el cual R™ se selecciona entre Ci.g alquilo
opC|0naImente sustituido y arilo de 6 miembros opcionalmente sustituidoy m es 1 a 6;

R’ y R’ se seleccionan independientemente entre H y halo; y

XesOo0S;

donde, en las definiciones anteriores, los sustituyentes opcionales se seleccionan entre Cy.4 alquilo, hidroxi, halo, C;.
4 alcoxi y C1.4 acilo;

con la condicion de que:

(i) al menos uno de R? y R3 no sea H;

(ii) al menos uno de R y R sea halo;

(iif) cuando X es O, R® y R’ son Cly R? es H, entonces R® no sea ciclopropilo ni parafluorofenilo; y
(iv) cuando X es O, R®esH,R es | y R? es H, entonces R® no sea Co.4 alquilo,

sus sales, hidratos, solvatos, tautomeros, estereoisomeros y/o isomeros geométricos.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un compuesto
RS X

de férmula IA:
en el cual
R R’ y X son los definidos en la reivindicacion 1; y
R® es Ci4 alquilo opcionalmente sustituido; C,.4 alquenilo opcionalmente sustituido; un heterociclilo de 5 o 6
miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o |nsaturado opcionalmente condensado con un
arilo o heteroarilo de 6 miembros opcionalmente sustituido; (CHz)nR enelcualnesla3y R®es Cas cicloalquilo
opcionalmente sustituido o un heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado
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o insaturado; NR®R® en el cual R® es Hy R es H 0 C1.4 alquilo opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido; NHCOR™ en el cual R es C1.4 alquilo opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros
opcionalmente sustituido.

5 3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2 en el cual R® es Cia alquilo opcionalmente sustituido; C.4
alquenilo opcionalmente sustituido; un heterociclilo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido que contiene N,
saturado o insaturado, opcionalmente condensado con un arilo o heteroarilo de 6 miembros opcionalmente
sustituido; (CHz)nR6 enelcualnesla3y R® es Cas cicloalquilo opcionalmente sustituido o un heterociclilo de 5 0 6
miembros opcionalmente sustituido que contiene N, saturado o insaturado; o NR®R” en el cual R®es Hy R es H o

10 C1-4 alquilo opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es como sigue:

cl o] O cl 0
N
Ot DY
c N) B ¢ N)
OH OH
1675 1078
a o
[ I /\£>
N
. - N Y
/I /U N N\ 2HBr
cl N/ # ) Me
o _ ct N
' : : OH '
15 1077 1078

1083

] o] [+ ] o]
N o N
/ﬁ/\s I \ Y
/ N"§..< / o
cl N ‘ ci N
OH ‘ B OH
1084 1085

20
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Cl N

OH

OH 1091

OMe

ci N
OH 1093

<1 N .Her

OH

10

Ci N

OH
1099

cl o]

N/\ENj/\
Cl hng &

OH
101

Ci
cl o = |
-~
| N N
J
Cl N 1087
OH
Me
Cl (0] = '
o
g "
~
cl N
- OH 1089
1 = |
. N
N
o
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cl CI N
o 5 OH HBr
HBr
1108
1107
\ ( cl o}
. NN
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/
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OH HBr ot He 111

cl o )\/ » Cl o)
N N/\/I\
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5 8H1y sus sales

ey

8L1y sus sales

[+]
NHR
N/\@/
N
LS T
H

R=H, M, Et
8A2 y sus sales 8D2 y sus sales

10
5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un compuesto de férmula IB:

IB

en el cual R?, R®, R’ y X son los definidos en la reivindicacion 1.

15
6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5, en el cual R es H 0o CH;NR'R® en el cual R* y R* se
seleccionan independientemente entre H, Ci6 alquilo opcionalmente sustituido y Cs.s cicloalquilo opcionalmente
sustituido.

20 7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 6 que es como sigue:

cl o]
NH
/)\/NMez
c N
HBr OH Her
1128 1147

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un compuesto de formula 1C
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RS X
R.’ac
a ~
N
A
R’ r:I/ R
OH
IC

en el cual

R®, R”y X son los definidos en la reivindicacion 1; y

R?® es CH,NR'R* en el cual R' y R* se seleccionan independientemente entre H y Ci¢ alquilo opcionalmente
sustituido; y

R es C1.4 alquilo opcionalmente sustituido.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8 que es como sigue:

o]
NN
A
a N
Hee MM
1095 1161
a0
a o N
NS 41\
¢l N
L+ N/ H HN
H HN, - j
4-9D y sus sales 4-9E y sus sales

10. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el cual R® y R’ son ambos
halo.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 9 en el cual R® y R’ son ambos cloro.
12. Un compuesto de formula | como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para usar en terapia.

13. Un compuesto de férmula | como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para usar como
neuroterapico o neuroprotector.

14. Un compuesto de formula | como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para usar como un
antiamiloidégeno.

15. Una composicién farmacéutica o veterinaria que contiene el compuesto de férmula | como el definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y un portador aceptable para uso farmacéutico o veterinario.

16. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 15 que contiene ademas otro medicamento.

17. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 16, en la cual el otro medicamento es un inhibidor del sitio
activo de la acetilcolinesterasa, un antioxidante, un antiinflamatorio o un estrégeno.

18. El uso de un compuesto de formula | como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la
fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento, el mejoramiento o la profilaxis de una afeccién neuroldgica.

19. El uso de acuerdo con la reivindicacion 18, donde la afeccion neurolégica es un trastorno neurodegenerativo.

20. El uso de acuerdo con la reivindicacion 19, donde el trastorno neurodegenerativo es amiloidosis
neurodegenerativa.
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21. El uso de acuerdo con la reivindicacion 19 o la reivindicacion 20, donde el trastorno neurodegenerativo es
enfermedad de Alzheimer esporadica o familiar, esclerosis lateral amiotréfica, cataratas, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y su nueva variante asociada a la enfermedad de la "vaca loca", enfermedad de
Huntington, demencia con formacion de cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica, enfermedad de Hallerboden-Spatz,
enfermedad difusa por cuerpos de Lewy, insomnio familiar fatal, enfermedad de Gertsmann Straussler Sheinker
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis de tipo Dutch, esclerosis miltiple, tauopatias, enfermedad de la
neurona motora o enfermedades pridnicas.

22. El uso de acuerdo con la reivindicacion 21, donde el trastorno neurodegenerativo es la enfermedad de
Parkinson.

23. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, donde el trastorno neurodegenerativos es una
afeccion relacionada con AB.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, donde la afeccion relacionada con A es la enfermedad de Alzheimer
o demencia asociada al sindrome de Down o una de las varias formas dominantes autosémicas de la enfermedad
de Alzheimer familiar.

25. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 24, donde el medicamento frena, reduce o detiene
el deterioro cognitivo.

26. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 25, donde el medicamento esta destinado a la
administracion por separado, consecutiva o simultanea de otro medicamento.

27. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 25, donde el medicamento consta ademas de otro
medicamento.

28. El uso de acuerdo con la reivindicacién 26 o la reivindicacion 27, donde el otro medicamento es un inhibidor del
sitio activo de la acetilcolinesterasa, un antioxidante, un antiinflamatorio o un estrégeno.

29. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 28, donde el compuesto de férmula | se administra
por via oral, tpica o parenteral.

30. Un compuesto de formula |1 como el definido en las reivindicaciones 1 a 11, destinado al tratamiento, el
mejoramiento o la profilaxis de una afeccion neurolégica.

31. Un proceso para la preparacién del compuesto de formula | como el definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 que comprende los pasos de:
(a) hacer reaccionar un compuesto opcionalmente protegido de férmula V

RS
CO,H
R? NO,
OH
v

en el cual R® y R’ son los definidos en la reivindicacién 1 con HoNR?® en el cual R® es el definido en la reivindicacion
1, para formar un compuesto opcionalmente protegido de formula VII

R5
CONHR?
RT NOQ,
OH

VII
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(b) reducir el compuesto de formula VIl para formar un compuesto opcionalmente protegido de férmula VI

NH,

OH
VIII

(c) ciclar el compuesto de férmula VIII para formar un compuesto opcionalmente protegido de férmula | en el cual R?
esH;o

(d) ciclar el compuesto de formula VIl en presencia de R°CHO, R°CO;H o R°C(OR®)s en el cual R* es C1.4 alquilo
opcionalmente sustituido o arilo de 6 miembros opcionalmente sustituido y R? es el definido en la reivindicacion 1.

32. Un proceso para la preparacion del compuesto de férmula | como el definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 en el cual R? es H que comprende los pasos de:
(a) aminar un compuesto opcionalmente protegido de formula VI

R5
COLH
R7 NHZ
-OH
VI

en el cual R® y R’ son los definidos en la reivindicacion 1 para formar un compuesto opcionalmente protegido de
formula IX

R® 0

NH

P

R’ N
OH :

IX
y : z 3 3 X . 3
(b) hacer reaccionar el compuesto de férmula IX con R™-L 0 R°OSO2R" en el cual L es un grupo saliente, R™ es el
definido en la reivindicacién 1y R* es el definido en la reivindicacién 31.

33. Un proceso para la preparacion del compuesto de férmula | como el definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 que comprende los pasos de:

(a) hacer reaccionar el compuesto opcionalmente protegido de formula VI como el definido en la reivindicacion 32
con un agente de formilacion para formar un compuesto opcionalmente protegido de formula X

R®
COzH
7
R NHCHO
OH
X
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o}
un compuesto opcionalmente protegido de férmula XI

X1
(b) hacer reaccionar el compuesto de féormula X o XI con un agente de acilacién que contenga R? para formar un
5 compuesto opcionalmente protegido de formula XlI

XIT

en el cual R? es el definido en la reivindicacion 1 o un compuesto de férmula Xlll
R5 'O

OH H
XIII

y
10 (c) hacer reaccionar el compuesto de formula X1l o XIII con H.NR? en el cual R® es el definido en la reivindicacion 1.

34. Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula IV
RS

COH

RT
OH
v
en el cual R® y R se seleccionan independientemente entre halo

15 que comprende el paso de diazotacién de un compuesto de férmula lll
RS

COM

R?

NH,
111

en el cual R® y R’ son los definidos en la férmula IV anterior.
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35. Un proceso para la preparacion del compuesto de férmula V como el definido en la reivindicacion 31 en el cual
R® y R’ son los definidos en la reivindicacion 34 que comprende:

(a) la preparacion del compuesto de formula IV mediante el proceso de la reivindicacién 34; y

(b) la nitracién del compuesto de féormula IV.

36. Un proceso para la preparacion del compuesto de formula VI como el definido en la reivindicacion 32 en el cual
R® y R’ son los definidos en la reivindicacion 34 gue comprende los pasos de:

(a) preparacién del compuesto de férmula IV mediante el proceso de la reivindicacion 35; y

(b) reduccién del compuesto de férmula V.
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