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COMPUESTOS INHIBIDORES DE CDC-7 Y SU USO PARA FL TRATAMIENTO DE
PATOLOGIAS NEUROLOGICAS

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a una serie de derivados de purinag sustiluidas que
son capaces de inhibir la actividad de la quinasa CDC7, por lo que resultan utiles para
el tratamienio y/o prevencidén de enfermedades neuroldgicas tales como la esclerosis
lateral amiotrdfica, la enfermedad de Alzheimer o la demencia frontotemporal, donde
se produce una hiperfosforilacidn de TDP-43 y posterior formacidn de agiomerados
inducida por la CDCY.

ESTADO DE LA TECNICA

La hiperactividad de quinasas se produce en muchos tipos de enfermedades v
particularmente en enfermedades neurodegensrativas y cancer. La hiperfosforilacion
de la proteina TDP-43 induce la formacidon de agregados que se han deteclado en
pacientes con esclerosis lateral amiotrdfica o con degeneracion lobular frontotemporal.
Se ha detectade que la quinasa CDC7 es responsable de {a hiperfosforilacion dual de
la TDP-43 en las serinas 409/410 en cierios modeios, por lo que la inhibicidn de esta
CDC7 seria una estrategia interesante para desarrollar farmacos para enfermedades
neurodegerativas, como por ejemplo esclerosis lateral amioctréfica (ELAY o con
degeneracion iobular frontotemporal (Lianchko, N. F. et al.,, Ann Neurol 2013 74(1):
39-52). Existen otras enfermedades neurcldgicas mediadas también por TDP-43,
como la encefalopatia traumatica crénica vy el deterioro cognitive asociado a la edad
(lverson GL, et al., Newrosci Biobehav Rev. 2015 Sep; 56: 276-283; Nag S, et al,,
Neurology. 2017 Feb 14, B8(7). 653-660; Wilson RS, et al., JAMA Neurol 2013 Nov;
70(11): 1418-1424).

El documento US2013/0072506A1 describe derivados de purinas 6,8-disustituidas que
son utiles para una serie de usos terapéuticos y cosmeéticos. Entre los posibles usos
terapéuticos, se menciona el del tratamiento de [a esclerosis multiple o como farmacos

antineurodegenerativos.
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El documento WO2007/124288A1 describe una serie de compuestos con un nucieo
estructural de indazol que tienen la habilidad de inhibir la CDC-7 y que son dtiles para
el tratamiento de una enfermedad en la que esta quinasa estd implicada, como por

giemplo el cancer.
En ACS Med. Chem. Lett. 2013, 4, 211-215, Penning et al. describen un estudio sobre
la interaccion de compuesios derivadoes de azaindol con la CDC-7 y ia posibilidad de

usar estos compuestos en terapia contra el cancer.

El documento US2011/015172A1 describe una familia de pirrolpirazinas que son
inhibidores de quinasas come la CDC-7 v su uso para el tratamiento de enfermedades

asociadas a esta quinasa como ef cancer.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una serie de compuestos derivados de purina gue
son inhibidores de CDC-7 y dtiles como potenciales farmacos para enfermedades
mediadas por proteinopatias de TDP-43, como por gjemplo la enfermedad de

Alzheimer, esclerosis lateral amiotrdfica (ELA)Y vy demencia frontotemporal.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un

G/\\Z
N XN
QI;>

()

compuesto de formula (D

donde:
G representa un grupo que se selecciona de entre arilo, heteroariio o alquilo C-Cqg,
cualguiera de ellos opcionalmente sustituide por al mencs un  sustituyente

seleccionado de entre CF,, alquilo C4-Cs, S-alquilo C4-Cg, haldgeno, CN, C-alquilo Cy-
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Cs, NGOy, COO-alquilc C4-Cs, NHCO-alquilo C4-Cs, NH, y NH-algulle C4-Cs u
opcionaimente sustituido por dos sustifuyentes formade un ciclo condensado al grupo
G cuando es un arilo o un heteroarilo y

Zse seleccionadeentre O & §;

o cualquiera de sus sales, solvatos ¢ isGmeros farmacéuticamente aceptables para la
fabricacidn de un medicamento para el tratamienio v/o la prevencion de patologias
relacionadas con la proteina TDP-43, en particular con modificaciones post-
traslacionales de TDP-43. Esios compuestos son inhibidores de CDC7 en la
fosforilacion de TDP-43.

£n una realizacion preferida G es un grupo arilo opcionalimente sustituido por al menos
un sustituyente seleccionado de entre CF;, alquilo C4-Cs, S-alquilo C-Cg, haldgeno,
CN, O-alquiic §4-Cs, NO,, COC-alquilo C4-Cs, NHCO-alguilo C4-Cs, NH» v NH-alquilo
C4-Cs, u opcicnalmente sustituido por dos sustituyentes formado un ciclo condensado
al grupo arilo, mas preferiblemente el grupo arilo es un fenilo que puede estar

opcionalmente sustituido y el compuesto de formula (1) seria el compuesio de formula
(i

donde:

Ry a R; se seleccionan independientemente cada uno de enire H, CF;, S-alquilo C4-Cg,
halégeno, alquile C4-Cs, CN, C-alguilo C4-Cg, NO,, COOC-alquile C4-Ce, NHCC-alguilo
C4-Cs, NH; y NH-alguilo C4-Cq o dos de ios radicales Ry a Ry forman un cicio

condensado al fenilo; v
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Zsessleccionadeentre 06 5.

El término “arilo”, se refiere, en la presente invencidn, a anillos aromaticos, sencilios o
muitiples, que tienen entre 5 a 18 atomos de carbono en la parte del anilio, tales como
pers sin limitarse a, fenilo, nafliio, difenilo, indenilo, fenantriio, flucrenile o aniraciio.
Preferiblemente el grupo arilo tiene de 5 a 7 atomos de carbono y mas preferiblemente
el grupo arilc es un fenilo. Los grupos arilo pueden estar opcionalments sustituidos en
cualquiera de sus posiciones por uno 0 mas sustituyentes o por dos sustituyentes
formande un ciclo condensado al ariio v se seleccionan independieniemente entre
tales como CF,, alquilo C4-Cg, S-alquilo C4-Cs, haldgeno, CN, C-alquile C4-Cg, NO;,
COQ-glqguilo  Cy4-Cs, NHCO-alguilo C-Cs, NH, v NH-alguilo C4-Cs, y mas
preferiblemente entre CF,, alguilo C4-Cg, haldgeno, CN y NO».

El término “heteroarilo” se refiere a un arilo, como se ha definido anteriorments, que
contiene al menos un atomo distinto de carbono, tales como 8, N, 6 O, formando parte
del anillo aromatico. Los grupos heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos en
cualquiera de sus posiciones por ung © mas sustituyentes o por dos sustituyentes
formande un ciclo condensado al hetercariio v se seleccionan independientemente
entre fales como CF,, alquilo $4-Cs, S-alquilc Cy-Cs, haldgenn, CN, C-alquilo C+Cs,
NG, COOC-alguilo C4-Cs, NHCO-alguilo C4-Cs, NH, v NH-alquilo C4-Ce, v mas
preferiblemente entre CF;, alquilo C4-Cs, haldgeno, CN y NO..

El termino “alquilo” se refiere, en ia presente invencitn, a cadenas hidrocarbonadas
saturadas, lineales ¢ ramificadas, que tienen de 1 a 10 atomos de carbono, por
ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, Fpropilo, n-butilo, ferc-bulilo, sec-butilo, n-pentiio, n-
hexilo, etc. Preferiblemente el grupe alquilo tiene entre 1 y 8 dtomos de carbono v mas
el grupo alquilo iens entre 1 y 3 atomos de carbono. Los grupos alquilo pueden estar
opcionalmente sustituidos por unc ¢ mas sustituyentes tales como CF;, alquilo C4-Cs,
S-alqguilo C4-Cs, haldgeno, CN, O-alquilo C4-Cq, NO,, COC-alguilo C4-Ce, NHCO-alquilo
C-Ce, NHz v NH-alguilo C-Cs, vy méas preferiblemente entre CF,, haldgeno, TN y NQ..

Por “haidgeno” se entiende en la presente invencién a un dtomo de bromo, cloro, yodo

o fluor, preferiblements bromo, cloro o yodo.
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En una realizacion preferida de los compuestos de formuia (i), Ry a R; se seleccionan
independientemente de entre H, CF;, haldgeno, alguilo $4-Cs, CN, NG, o dos de los

radicales Ry a Rz forman un ciclo condensado al fenilo.

Mas preferiblements R es H y aun mas preferiblemente al menos uno de Ry, Ry, Rs o
R4 es Cl, Br, |, metilo, CFs, CN 0 NO,, mas preferiblemente al menocs uno de Ry, Rz, Rs
o Ry es Cf, Br, |, CFs, CN o NO,.

Mas preferiblemente R; 85 H vy aun mas preferiblemente dos de los radicales Ry a R,
forman un ciclo condensado al fenilo, mas preferiblemente Ry v R, forman un ciclo

condensado al fenilo, aun mas preferiblemente formando un naftilo.

En otra realizacion preferida, Ry, Ry, Ra, Ry y Rs son H.

En una realizacién mas preferida el compuesto de formula (1) o (1) se selecciona de
entre:

- &-{benciltio)-BH-purina (1)

- &-((Nafialen-1-iimetilMio)-9H-purina (2)

- 8~-((3-(cianobenciitio)-8H-purina (3)

- B-((2-(iriflucrometibencibitio}-8H-purina {(4)
- B-({4-clorobencilitio)-9H-purina (8)

- &-((3-clorobenciljoxiy-8H-puring (6)

- &-((3-(rifluorometibencihtio)-8H-purina (7)
- 8-{(3-clorobencii}tio)}-8H-purina (8)

- &-{(3-iodobencihitio)-9H-purina (9)

- &-{(3-nitrcbencilitio}-8H-purina (10}

- 8-((3-bromobencihtio)-8H-purina (11}

- 8-({4-bromobencibhtio)-SH-purina (12) v

- B-({Z2-bromobencibtio)-9H-purina (13)

- &-((2-clorobenciljtio)-9H-purina (14}

- 8-((3-metoxibencibtio)-8H-purina (15)

- 2-({{YH-purin-B-ihtioymetihbenzoato de slilo (16)
- &-{{4-nitrobencilitio}-SH-purina (17}

- 8- {{(4-acetamidobencilitic)-SH-purina (18}

- &-{{4-cianobencibtio}-SH-purina (19)

- &~ {{bencilioxi)-9H-purina {20)
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- 8-({4-bromobenciboxi)-BH-purina (21)
- B-(4-(trifluorometibbenciitio)-9H-purina (22)
- &-({4-{metiltio)bencihtic)-SH-purinag (23).

Preferiblemente la enfermedad relacionada con la proteina TDP-43 es una
enfermedad neurolégica o© neurcdegenerativa y  se  puede  seleccionar
fundamentaimente de entre esclerosis lateral amiotréfica, demencia frontotemporal v
enfermedad de Alzheimer, también se puede seleccionar entre la encefalopatia
traumatica crénica y el deterioro cognitive asociado a la edad. Preferiblemente la
enfermedad se selecciona entre esclerosis  lateral amiotrdfica, demencia
frontotemporal, enfermedad de Alzheimer y &l detericro cognitivo asociado a la edad,

aun mas preferiblemente la enfermedad es esclerosis lateral amiotrdfica.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un compuesto, a partir de ahora compuesto
del segundo aspecto de la invencidn, gue se selecciona de entre:
- &-((Nafialen-1-iimetilMio)-9H-purina (2)

- 8~-((3-(cianobenciitio)-8H-purina (3)

- 8-({4-clorobencil}tio)-8H-purina ()

- B-((3-clorobencil}oxiy-8H-purina (6)

- &-((3-{riflucrometihbencihtio)-8H-purina (7)

- &-((3-clorobencil}tio)-9H-purina (8)

- 8-((3-iodobenci}tic)-8H-purina {9}

- &-{(3-nitrcbencilitio}-SH-purina (10 v

- &-{(2-bromcbencihtio-8H-puring (13)

- &~-({(2-clorobencilltio)-BH-purina (14)

- 2-({{(8H-purin-6-itioymetihbenzoaio de etilo {(16)

- B-({4-acetamidobencil}tio)-9H-purina (18)

- &-({4-ciancbencibtio)-SH-puring (19}

- &-({4-bromobencihoxi)-9H-purina (21)

- 8-({4-(metiltio)ybencibtio)-BH-purina (23).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farmaceéutica que
comprende al menos un compuesio del segundo aspecio de la invencidn junto con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente puede comprender ofro

principic activo.
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Ofro aspecto mas de la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto del

segundo aspecto de la invencién para la fabricacidn de un medicamento.

Los compuestos de la presente invencién representados por la férmuia (1), (i) o porlos
compuestos del segundo aspecio de la invencidn, pueden incluir isdmergs,
dependiendo de la presencia de enlaces multiples (por ejempic, Z, &), incluyendo
isdmeros Opticos o enantibmeros, dependiende de la presencia de centros quirales.
Los isémeros, enantidmeros o diasterecisémeros individuales y las mezclas de los
mismos caen dentro del alcance de la presente invencidn, es decir, el término isdmero
también se refiere a cualquier mezcla de isdmeros, como diasteredmeroes, racemicos,
etc., incluso a sus isdmeros oOplicamente activos o las mezclas en distintias
proporciones de [os mismos. Los enantidmeros o diasterecisémeros individuales, asi

como sus mezclas, pueden separarse mediante técnicas convencionales.

Todos compuestos descritos en la invencion pueden estar en forma cristalina como
compuestos libres o como solvatos. En este sentido, &l término “solvato”, tal como aqui
se uliliza, incluye fanio solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir, solvatos del
compuesto de formula (1) que pueden ser utilizados en la elaboracidn de un
medicamento, como solvatos farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser
utiles en la preparacion de solvatos © sales farmacéuticamente aceptables. La
naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre v cuando
sea farmacéuticamente aceptable. En una realizacidn particular, el solvato es un
hidrato. Los solvatos pueden oblenerse por métodos convencionales de solvatacidn

conocidos por los expertos en la materia.

Para su aplicacidén en terapia, los compuestos de formula (1), (I o los compuestos dal
segundo aspecto de la presente invencidn, sus sales, solvalos o isdmeros, se
encontraran, prefereniements, en una forma farmacéuticamente aceptable o©
sustancialmente pura, es decir, gue tiene un nivel de pureza farmacéuticamente
aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes vy
portadores, y no inciuyendo matenial considerade {6xico a niveles de dosificacion
normales. Los niveles de pureza para e principio acltive son preferiblemente
superiores al 50%, mas preferiblemente superior al 70%, y tfodavia mas

preferiblemeante superiores al 90%. En una realizacion preferida, son superiores al
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95% de compuesto de formula {0}, (1) o los compuestos del sequndo aspecto de la

presenie invencidn, o de sus sales, solvalos o isdmeroes.

En otro aspecto, la presenie invencion se refiere a las composiciones farmacéuticas
gue comprenden al menos un compuesto de la invencidn, ¢ un isémero, una sal
farmacéuticamentie aceptable o un derivado del mismo, junto con un transportador o
“carrier” farmacéuticamente aceptable, un excipients o un vehiculo, para la

administracidn a un paciente.

En una realizacion preferida, la composicidn farmacéutica comprende ademas ofro

principic activo.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuiicamenie aceptables que pueden ser utilizados
en dichas composicionas son (os adyuvanies v vehiculos conocidos por los técnicos
en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracién de composicionss

terapéuticas.

Ofro aspecto de la invencidn es un métode de tfratamienio de una enfermedad
neurciogica o neurodegenerativa, gue comprende la administracion a un paciente de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de formula (1),
preferiblemente de férmula (I1), o de una composicidn farmacéutica que o comprende,
donde la enfermedad neurcidgica o© neurcdegenerativa es una enfermedad
relacionada con la proteina TDP-43 que se puede seleccionar fundamantalmente de
entre esclerosis lateral amiotrofica, demencia frontotemporal, enfermedad de

Alzheimer, deterioro cognitivo asociado a la edad v encefalopatia traumatica crénica.

En o sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “cantidad terapéuticamente
gfectiva” se refiere a la cantidad del agente ¢ compusesto capaz de desarroliar la
accion terapéutica determinada por sus propiedades farmacoidgicas, calculada para
producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre oiras causas, por
las caracteristicas propias de los compuestos, incluyendo ia edad, estado del paciente,

la severidad de la alteracion o trastorno, v de la ruta y frecuencia de administracidn,

Los compuestos dascritos en la presente invencidn, sus sales o solvatos, asi como las

composiciones farmacéuticas que 1os contienen pueden ser utilizados junio con ofros
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farmacos, © principios activos, adicionales para proporcionar una terapia de
combinacion. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma
composicion farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma
de una composicidn separada para su administracion simultdnea o no a la de la
composicion  farmacéutica que comprende un  compuestc de  férmula (1),

preferiblemente un compuesto de fdrmula (i1}, o una sal ¢ solvate del mismo.

En oira realizacidn particular, dicha composicidn terapéutica se prepara en forma de
una forma solida o suspensidn acuosa, en un diluyente farmacéuticaments aceptable.
La composicidn terapéutica proporcionada por esta invencion puede ser administrada
por cualquier via de administracion apropiada, para lo cual dicha composicidn se
formulara en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracidn elegida. En
una realizacidn particular, g administracion de la composicion  terapéutica
proporcionada por esta invencién se efectua por via oral, (opica, rectal o parenteral

(incluyendo subcutanea, intraperitoneal, intradérmica, inframuscular, intravenosa, efc.).

En una realizacidn preferida de la presente invencidn, las composiciones
farmacéuticas son adecuadas para la administracién oral, en forma sdlida o liquida.
Las posibles formas para la administracidn oral son iabletas, capsulas, siropes ©
soluciones v pueden contener excipientes convencionales conocidos en el ambito
farmacéutico, como agenies agregantes (p.e. sirope, acacia, gelatina, sorbiiol,
fragacanto ¢ polivinil pirrclidona), rellenos (p.e. lactosa, azucar, almiddn de maiz,
fosfato de calcio, sorbitol o glicing), disgregantes (p.e. aimidén, polivinil pirrolidona o
celulosa microcristaling) o un surfaciante farmacéuticamente aceptable como el lauri

suifato de sodio.

Las composiciones para administracidn oral pueden ser preparadas por métodos los
convencionales de Farmacia Galénica, como mezcla y dispersidn. Las tabletas se

pueden recubrir siguiendo métodos conocidos en la industria farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administracion
parenteral, como soluciones estériles, suspensiones, o liofilizados de los productos de
la invencion, empleando la dosis adecuada. Se pueden emplear excipientes

adecuados, como agentes tamponadores del pH o surfacianies.
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Las formulaciones aniericrmente mencionadas pueden ser preparadas usando
meétodos convencionales, como ios descritos en las Farmacopeas de diferentes paises

y en otros textos de referencia.

La administracion de los compuestos 0 composiciones de la presente invencion puede
ser realizada mediante cualguier meétedo adecuado, como la infusion intravenosa v las
vias oral, intraperitoneal ¢ intravenosa. La administracion oral es la preferida por la

conveniencia de los pacientes y por el caracter crénico de las enfermedades a tratar.

La canlidad administrada de un compuesto de ia presente invencion dependera de la
refativa eficacia del compusesic slegido, la severidad de la enfermedad a tratar vy &l
pese del paciente. Sin embargo, los compuestos de esia invencidn seran
administrados una o mas veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 & 4 veces diarias, con una
dosis total entre 0,1 v 1000 mg/Kg/dia. Es importante {ener en cuenta gue puede ser
necesario infroducir variaciones en la dosis, dependiendo de ia edad vy de la condicidon

del paciente, asi como meodificaciones en la via de adminisiracion.

Los compuesios y composiciones de la presente invencién pueden ser empleados
junte con otros medicamentos en terapias combinadas. Los otros farmacos pueden
formar parte de la misma composicién o de otra composicidn diferente, para su

administracion al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

El uso de los compuestos de {a invencion es compatible con su uso en protocoios en
que los compuestos de la férmula (1), o sus mezclas se usan por si mismos o en

combinaciones con otros tratamientos o cualquier procedimiento meadico.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
varianies no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ©
pasos. Para los experios en [a materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencidn se desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemiplos v figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de ia presente invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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FIG. 1. Muestra la corelacion lineal entre la permeabilidad descrita y la experimental

de 10 compuestos comerciales empleando la metodologia PAMPA.

FIG. 2. Muestra el efecto neuroprotector de ios inhibidores de CDC7 (compuesios 1, 8,
9y 13) en células de neuroblastoma humano SH-8YSY ifratadas previamente con
acido etacrinico (AE, 20 uM) durante 12 horas en presencia o ausencia de los
inhibidores a 10 uM.  Los dalos representan la media de cuatro experimentos
diferentes +SEM (*p <0.05).

FIG. 3. Muestra del efecto de los inhibidores de CDC7 {compuestos 1, 8, Sy 13} enla
fosforilacion de TDPF-43. Cuantificacion y representacion de los niveles de TDP-43

fosforiltada mediante western biot.

EJEMPLOS

A continuacidn se ilustrard la invencidn mediante unos ensayos realizados por los

inventores, gue ponen de manifiesto la efectividad del producto de la invencidn.

Eiempio 1: sintesis de los nuevos compuestos de la invencidn.

Compuesto 1: 6-{benciltio}-BH.purina
Este compuesto esta descrifo en Pathak A K et al, Journal of Medical Chemistry,
2004, 47(1). 273-278.

Compuesto 2: 8-{{Naftalen-1-iimetilitic}-9H-purina

Se disueiven 6-mercaptopurina monohidrate (300,0 mg, 1,76 mmoles) y KC0; (243,7
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 mlL). Se mantiene la mezcla de reaccién en agitacidn
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona 1-(clorometilynafialenc (311,4 mg,
1,78 mmoles) y se mantieng en agitacidén durante una noche a temperatura ambiente.
Se evapora el disolvente a presion reducida v se afade AcOEL (100 mi). La fase
organica se lava con agua destilada (3 x 100 mlL) afadiendo un poco de NaCl Se
seca sobre M5S0, anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CHCL/MeOH (10:1) como
eluyente. De esta forma se obtiene el producto 2 en forma de sdlidoe blanco (218,0 mg,
42 %). "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds): 6 13,55 (s, 1H), 8,81 (s, 1H), 8,42 (5, 1H), 8,19
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(dd, J= 183, 1.4 Hz, 1H), 7,98 (dd, J= 7.9, 1,5 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,72
(dd, J= 7,1, 1,3 Hz, 1H), 7,63 — 7,52 (m, 2H), 7.45 (dd, J = 8,2, 7.0 Hz, 1H), 5,18 (s,
2H). BC-RMN (125 MHz, DMSO-dg: 8 158,2 (1C), 151,2 (1C), 149,4 (1C), 143,0 (10),
1335 (1C), 133,0 (1C), 131,1 (1C), 130,1 (1C), 128,7 (1C), 128.2 (1C), 127.7 (1C),
126,4 (1C), 126,0 (1C), 125,5 (1C), 123,7 (1C), 29,5 (1C). HPLC: Pureza > 99%, tr, =
4,33 min. MS (ES): m/z 293 [M+1]. P£. 221 - 222 °C. Analisis elemental {CisH12N,S)
Calculado: C 65,73%, H 4,14%, N 19,16%, S 10,87%. Hallado: C 65,41%, H 4,07%, N
19,11%, S 10,99%,

Compuesto 3: 8-{{3-{cianobencii}tio}-8H-purina

Se disuelven 8-mercaptopurina monchidrate (300,0 mg, 1,76 mmoles) y KOO, (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene [a mezcia de reaccion en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona 3-(bromometilibenzoniiriio (345,86
mg, 1,76 mmoles) v se mantiene en agitacidn durante una noche a temperatura
ambiente. Se evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEL (100 mb). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poce de NaCl. Se
seca sobre Mg,50, anhidro, se filtra y se concenira hasta sequedad. No &5 necesario
purificar mediante columna cromatografica. De esta forma se obtiene &l producto 3 en
forma de solido blanco (438,7 mg, 93 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 8 13,57 (s,
1H), 8,74 (s, 1H), 8,46 (5, 1H), 7,93 (1, J= 1,7 Hz, 1H), 7.85 - 778 (m, 1H), 7,71 (dt, J
=78 14Hz 1H), 7,52 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 4,70 (s, 2H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-ds):
& 156,89 (1C), 151,4 (1C), 150,2 (1C), 143,5 (10), 140,1 (1C), 134,0 (1C), 132,4 (1C),
130,9 (1C), 129,7 (2Cy, 118,686 (1C), 111,3 (1C), 30,7 (1C). MS (ES): miz 268 [M+1]
P.f. 189 — 191 °C. Andlisis slemental {Ci;HsNsS) Calculado: C 58,41%, H 3,39%, N
26,20%, § 12,00%. Hallado: C 58,46%, H 3.47%, N 26,03%, S 11,84%.

Compuesto 4: §-{{2-{trifluorometilibencilitio}-8M-purina

Este compueste esté descrite en Kamper C. et al., Mol Diversity, 2012, 16(3).541-551.

Compuesto §: 6-{{4-clorobencilitio}-BH-purina

Se disuelven 6-mercaptopurina monchidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K,CO; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 mlL). Se mantiene la mezcla de reaccidn en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 4-clorohenceno (3623
mg, 1,786 mmoles) v se mantiene en agitacién durante una noche a temperatura

ambiente. Se evapora el discivente a presion reducida y se aftlade AcOEL (100 mi). La
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fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
seca sobre Mg,S0,s anhidro, se filira y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CH.CL/MeCH (10:1) como
eluyenie. De esta forma se obtiene el producto 5 en forma de sdlido blanco (387.2 mg,
79 %). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 5 13,55 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,45 (5, 1H), 7,55
—~ 7,43 (m, 2H), 7,42 — 7,29 (m, 2H), 4,65 (s, 2H). PC-RMN (75 MHz, DMSO-dg): 5
157.8 (1C), 1514 (1C), 1484 (1C), 1432 (1C), 1372 (1C), 131,7 (1C), 130,8 (2C},
130,0 (1C), 128,4 (2C), 30,8 (1C). MS (ES): m/z 279 [M+3], 277 [M+1]. P.f. 188 - 200
°C. Andlisis elemental {C,.H,CIN,S}) Calculado: C 52,08%, H 3,28%, N 20,24%, &
11,58%. Hallado: C 52,19%, H 3,28%, N 20,27%, 5 11,58%.

Compuesto 6: 8-{{3-clorobenciljoxi}-SH-purina
Se disuelve 3-clorobencil alcohol (2766,2 mg, 19,40 mmoles) en NaOH (155,2 mg,
3,88 mmoles) vy se calienta hasta la disolucion del NaQOH. 3e enfria la disolucion, se
afiade S-cloro-8H-purina (300,080 mg, 1,94 mmoles) v se calienta a 100 °C durante 1
dia. Se aftade ELO (120 mlL) vy se extrae 2 veces con una disolucion acuosa de Na(CH
% (70 mL). Se juntan las fases acuosas, se lava con folueno v, después de eliminar
el folueno, se neutraliza con HCI 37% hasta pH 6-8. Se enfria la disolucién en un bafio
de hielo y el precipitade obtenido se recoge por filfracion. Ei crudo se purifica mediante
columna cromatografica empleandoe CHCl/MeOH (10:1) como eluyente. De esta
forma se obtiene el producto 6 en forma de solido blanco (153,7 mg, 30 %). 'H-RMN
{300 MHz, DMSO-dg): © 12,48 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,53 -
7,45 (m, 1H), 7,45 — 7,38 (m, 2H), 5,62 (s, 2H). *C-RMN {75 MHz, DMSO-d,): 5 1584
(1C), 1554 (1C), 151,2 (1C), 143,0 (1C), 138,0 (1C), 1331 (1C), 1304 (1C), 1280
(1C), 127,9 (1C), 126,7 (1C), 118.0 (1C), 88,7 (1C). P.f. 197 — 199 °C. Analisis
elemental {CyH.CIN,O) Calculado: © 55,29%, H 3,48%, N 21,49%. Hallado: C
55,12%, H 3,51%, N 21,34%.

Compuesto 7: 6-{{3-{irifluorometil}bencilitio}-SH-purina

Se disuelven 6-mercaptopurina monchidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K.CO; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 ml). Se mantiene la mezcia de reaccidn en agitacién
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 3-(triflucrometil)bencilo
(421.4 mg, 1,78 mmoles) y se mantiene en agitacion durante una noche a temperatura
ambiente. Se evapora el discivente a presion reducida y se aftade AcOEL (100 mb). La

fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
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seca sobre Mg,S0, anhidro, se filtra v se concentra hasta seguedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CHCL/MeOH (10:1) como
eluyentie. De esta forma se obtiene el producto 7 en forma de sdlido blanco (283,3 mg,
52 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 8 13,57 (s, 1H), 8,74 (s, 1H), 8,46 (5, 1H), 7,86
(s, 1H), 7,79 (d, J= 7,3 Hz, 1H), 7.65 - 7,48 (m, 2H), 4,74 (s, 2H). *C-RMN (75 MHz,
DMSO-deh: & 157.2 (1C), 151,4 (1C), 150,2 (1C), 143,58 (1C), 138,8 (1C), 133,1 (1C),
128,5 (2C), 1291 (¢, J= 31,4 Hz, 1C), 1255 (¢, J = 3,9 Hz, 1C), 1241 (m, 1C)}, 123,8
{c, J= 3,9 Hz, 1C}), 30,9 (1C). MS (ES): m/z 311 [M+1]. P.f. 180 ~ 182 °C. Analisis
elemental {Cy;HF:NS) Calculado: C 50,22%, H 2,92%, N 18,068%, 5 10,33%.
Haliado: C 50,49%, H 3,03%, N 18,03%, S 10,32%.

Compuesto 8: 8-{{3-Clorobenciiltio}-SM-purina

Se disuelven 6-mercaptopurina monchidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K,CO; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 ml). Se mantiene la mezcia de reaccidn en agitacién
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 3-clorobencilo {362,3
mg, 1,76 mmoles) v se mantiene en agitacidn durante una noche a temperatura
ambiente. Se evapora el disolvente a presion reducida v se aflade AcOEL (100 mL). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
seca sobre Mg,S0,s anhidro, se filira y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CHCh/MeCH (10:1) como
eluyenie. De esta forma se obtiene el producto 8 en forma de sdlido blanco (233,1 mg,
48 %). 'H-RMN {300 MHz, DMSO-ds): 5 13,56 (s, 1H), 8,74 (s, 1H), 8,46 (5, 1H), 7.54
(t, J= 2,0 Hz, 1H), 7,47 — 7,40 (m, 1H), 7,39 — 7,27 (m, 2H), 4,66 (s, 2H). *C-RMN {75
MHz, DMBO-dg): 6 157,3 (1C), 151,4 (1C), 149,5 (1C), 143,4 (1C), 140,8 (1C}, 1329
(1C), 130,3 (2C), 128,8 (1C), 1277 (1C), 1271 (1C), 30,2 (1C). MS (ES): m/z 279
[M+3], 277 [M+1]. P.E 1687 — 182 °C. Andlisis elemental {C,H,CIN,S} Calculado: C
52,08%, H 3,28%, N 20,24%, S 11,59%. Hallado: C 51,98%, H 3,28%, N 20,21%, &
11,58%.

Compuesto 9: 6-{{3-lodobencilitic}-BH-purina

Se disuelven 6-mercaptopurina monchidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K,CO; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 mlL). Se mantiene la mezcla de reaccidn en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 3-iodobencilo (523,5 mg,
1,76 mmoles) y se mantiene en agitacién durante 4 h a temperatura ambiente. Se

evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEL (100 mL). La fase organica
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se lava con agua destilada (3 x 100 mlL} afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre
M50, anhidro, se filira v se concentra hasta sequedad. No es necesario purificar
mediante columna cromatografica. De esta forma se obtiene ef producto 9 en forma de
solido amarilio pélido (3796 mg, 58 %). 'H-RMN {300 MHz, DMSO-dg): 5 13,56 (s,
1H), 8,74 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 7,85 (¢, J= 1,8 Hz, 1H), 7,60 (dt, J= 7,8, 1,4 Hz, 1H),
7,48 (dt, J= 7.6, 1.4 Hz, 1H), 7,11 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 4,81 (s, 2H). PC-RMN (75 MHz,
DMSO-de): & 157,3 (1C), 1514 (1C), 149,8 (1C), 143,4 {(1C), 140.8 (1C), 1374 (1C),
135,8 (1C), 130,6 (1C), 129,8 (1C), 1284 (1C), 94,7 (1C), 30,7 (1C). P.f. 185~ 187 °C.
Andlisis elemental {C,,H:IN,S} Calculado: C 39,14%, H 2,46%, N 1522%, 5 8,71%.
Haliado: © 39,26%, H 2,53%, N 15,05%, S 8,58%.

Compuesto 10: 8-{{3-nitrobencii}tic}-8H-purina

Se disuelven 6-mercaptopurina monchidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K,CO; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 ml). Se mantiene la mezcia de reaccidn en agitacién
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 3-nitrobencilo (380,9 mg,
1,76 mmoles) vy se mantiene en agitacion 3 h a temperatura ambiente. Se evapora el
disolvente a presidén reducida y se afiade AcOEL (100 mlL). La fase organica se lava
con agua destilada (3 x 100 mbL) afadiendo un poco de NaCl. Se seca sobre Mg.S0,
anhidro, se filtra v se concentra hasta sequedad. No es necesario purificar medianie
colurmnna cromatografica. De esta forma se obliene &l producte 10 en forma de sdlido
amarilio pélido (460,6 mg, 91 %). "H-RMN {300 MHz, DMSO-ds): 6 13,58 (5, 1H), 8,74
(s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,36 (¢, J= 2.0 Hz, 1H), 8,09 (ddd, J= 8,4, 2,3, 1,1 Hz, 1H), 7,24
(dt, J = 7.8, 1,2 Hz, 1H), 780 (&, J = 8,0 Hz, 1H), 4,79 (s, 2H). *C-RMN ({75 MHz,
DMSO-de): © 158,8 (1C), 1514 (1C), 180,2 (1C), 147,7 {(1C), 143,86 (1C), 140,89 (1C),
135,7 (1C), 129,86 (2C), 123,6 (1C), 122,0 (1C), 30,6 (1C). P.f. 193 — 185 °C. Andlisis
elemental {CiHaN:0,8) Calculado: C 50,17%, H 3,16%, N 2438%, 5 11,16%.
Haliado: C 50,07%, H2,76%, N 24,15%, S 11,05%.

Compuesto 11: 6-{{3-bromobenciijitio)}-BH-purina

Este compuesto esta descrito en Kamper C. et al., Mol Diversity, 2012, 16(3):541-551.

Compuesto 12: 8-{{4-bromobenciliiio)-9¥H-purina
Este compuesio esta descrito en Kamper C. et al., Mol Diversity, 2012, 16(3).541-551.

Compuesto 13: 6-{{2-bromobenciiitio}-8MH-purina
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Se disueiven 8-mercaptopurina monohidrato (300,0 mg, 1,76 mmoles) y K,CO0; (2437
mg, 1,76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona ef bromure de 2-bromobenciio (4406
mg, 1,76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 4 h a temperatura ambiente. Se
evapora el disolvente a presion reducida y se anade AcOE (100 mL). La fase organica
se lava con agua destilada (3 x 100 mb)} afadiendo un poco de Na(Cl. Se seca sobre
Mg.S0, anhidro, se filtra v se concentra hasta sequedad. No es necesario purificar
mediante columna cromatografica. De esta forma se obtiene el producto 13 en forma
de sdlido blanco ( 462.3 mg, 82 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 8 13,58 (s, 1H),
8,76 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,88 (dt, J=7.8, 1,8 Hz, 2H), 7,33 (id, J= 7.5, 1,4 Hz, 1H},
7,22 (td, J= 7.6, 1.8 Hz, 1H), 4,74 (s, 2H). "C-RMN {75 MHz, DMSO-dg): 6 1577
(1C), 151,65 (1C), 1494 (1C), 143,2 (1C), 136,8 (1Cy, 132,8 (1C), 131,56 (1C), 130,1
(1C), 129,86 (1C), 128,0 (1C), 1242 (1C), 32,4 (1C). P.f. 209 —~ 211 °C. Anélisis
slemental {C H.BriN,8) Calculado: C 44,87%, H 2,82%, N 1744%, S 9,98%.
Hallado: C 44,96%, H 2,83%, N 17,43%, S 9,87%.

Compuesto 14: 8-{{2-Clorobencilltio)-9H-purina

Se disueiven 8-mercaptopuring moneohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) v K,CO; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mlL). Se mantiene la mezcla de reaccidn en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromure de 2-clorobencilo {362.3
mg, 1.78 mmoles) vy se mantiens en agitacién durante una noche a temperatura
ambienie. Se evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEL (100 mL). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
seca sobre Mg50, anhidro, se filtra v se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatogréfica empleando CHCL/MeOH (10:1) como
eluyente. De esia forma se obtiene el compuesto 14 en forma de sdlido blanco (235.5
mg, 48 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 8 13.56 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.46 (s, 1H),
7.66 (dd, J=6.4 Hz, 3.0 Hz, 1H), 748 {dd, J= 6.8, 2.5 Hz, 1H), 7.37 - 7.23 {m, 2H},
4.75 (s, 2H). C-RMN (75 MHz, DMSO-da: 6 157.8 (1C), 151.4 (1C), 148.4 (1C),
143.3 (1C), 135.1 (1C), 133.4 (1C), 131.4 (1C), 130.5 (1C), 128.5 (1C), 128.3 (1C),
127.4 (10), 29.7 (1C). MS {ES): m/z 278 [M+3], 277 [M+1]. P.f. 200 - 202 °C. Andlisis
slemental {C,,H,CINGS) Calculado: C 52.08%, H 3.28%, N 20.24%, S 11.58%.
Hallado: C 52.12%, H 3.33%, N 20.08%, S 11.38%.

Compuesto 158; 6-{{3-metoxibencilitio}-SH-purina
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Este compuesto estd descrito en Patthack AK. et al., J Med Chem, 2004, 47(13.273-
278.

Compuesto 16: 2-{{{9H4-Purin-B-illtioimetillbenzoato de etilo
Se disuelven 8-mercaptopurina monohidrato (48.7 mg, 0.29 mmoles} v K, CO; (39.5

mg, 0.2¢ mmoles) en DMF {4 mL). Se mantiens la mezcla de reaccion en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona 2-(clorometil)benzoato de etilo (56.8
mg, 0.289 mmoles) v se mantiene en agitacién durante una noche a temperatura
ambiente. Se evapora el disolvente a presidn reducida y se aflade AcOEL (50 mlL). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 50 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
seca sobre Mg,S0O, anhidro, se fillra y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante recristalizacidon en EtOH. De esta forma se obtiene el compuesto 16
en forma de solido blanco (22.0 mg, 24 "H-RMN (500 MHz, DMSO-d;): & 13.51 (s, 1H),
8.73 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 7.87 (dd, J= 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.69 (dd, J= 7.8, 1.2 Hz, 1H),
752 (d, J=75 15Hz 1H), 738 (1d, J= 7.6, 1.3 Hz, 1H), 496 (s, 2H), 434 (g, J =
7.1 Hz, 2H), 1.33 (¢, J = 7.1 Hz, 3H). PC-RMN (125 MHz, DMSO-ds): & 166.6 (10),
168.3 (1C), 1561.3 (1C)y, 149.3 (1Cy, 143.0 (1C), 139.4 (1C), 132.3 (1C), 131.4 (10,
130.4 (1C), 130.0 (1C), 129.5 (1C), 127.6 (1C), 81.0 (1C), 30.0 (1C), 14.0 (1C). P.f.
145 — 147 °C. Andlisis slemental {CisH14N0.8) Calculado: C 57.31%, H 4.48%, N
17.82%, S 10.20%. Hallado: € 56.91%, H 4.72%, N 17.19%, S 9.84%.

Compuesto 17 8-{{4-nitrobenciiitic}-9fH-purina
Este compuesto esta descrito en Tromp R. et al., J Med Chem, 2004, 47(22).5441-
5450,

Compuesto 18: 6-{{4-Acetamidobencilitic}-9H-purina

Se disueiven 6-mercaptopurina monohidrate (300.0 mg, 1.76 mmoles) y KC0; (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mlL). Se mantiene la mezcla de reaccién en agitacidn
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona cloruro de 4-acetamidobenciio (323.8
mg, 1.76 mmoles} y se mantiene en agitacién durante 3 h y 30 min a temperatura
ambiente. Se evapora el disolvente a presion reducida y se aflade AcOEL (100 mL). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poce de NaCl. Se
seca sobre M5S0, anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CHCL/MeOH (10:1) como
eluyente. De esta forma se obtiene &l compuesio 18 en forma de sdélide amarillo palido
(207.2 mg, 39 %). "H-RMN {300 MHz, DMSO-ds): 5 13.53 (s, 1H), 8.93 (s, 1H), 8.73 (s,
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1H), 8.4 (s, 1H), 7.51 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.59 (s, 2H), 2.01
(s, 3H). PC-RMN ({75 MHz, DMSO-ds): & 168.2 (1C), 158.4 (1C), 151.4 (1C), 148.3
(1), 143.0 (1C), 138.4 (1C), 132.1 (1), 130.1 (1C) 129.4 (2C), 119.0 (2C), 31.4 (1C),
24.0 (1C). HPLC: Pureza > 99%, t.r. = 5.25 min. MS (ES): m/z 300 [M+1]. P.f. 223 -
225 °C. Andlisis elemental {C14H:Ns0S) Calculado: C 56.17%, H 4.38%, N 23.40%,
S 10.71%. Hallado: C 55.54%, H 4.51%, N 22.67%, S 10.27%.

Compuesto 19; 8-{{4-Cianobencilltio}-9H-purina

Se disueiven 8-mercaptopurina monohidrato (300.0 mg, 1.76 mmoles) y KOO0, (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccién en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromure de 4-ciancbencilo {345.6
mg, 1.76 mmoles) y se mantiene en agitacion durante 2 h a temperatura ambiente. Se
evapora el discivente a presidn reducida y se afiade AcOEL (100 mbL). La fase
organica se lava con agua destilada (3 x 100 ml) afadiendo un poco de NaCl. e
seca sobre Mg,S0, anhidro, se filtra v se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatogréfica empleando CHCL/MeOH (10:1) como
eluyente. De esia forma se obtiene el compuesto 18 en forma de sdlido blanco (3587
mg, 76 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 8 13.57 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.46 (s, 1H),
777 {d, J= 7.7 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.72 (s, 2H). “C-RMN {75 MHz,
DMSO-ds): § 157.2 (1C), 1561.4 (1C), 148.9 (1C), 144.3 (1C), 143.5 (1C), 132.4 (20),
130.0 (2C), 128.6 (1C), 118.8 (1C), 109.8 (1C), 31.1 (1C). P.f. 228 — 230 °C. Andlisis
slemental {C;HN:S}) Calculado: C 58.41%, H 3.39%, N 26.20%, S 11.99%. Hallado:
C 88.30%, H 3.43%, N 26.10%, & 11.87%.

Compuesto 20; 6-{{benciljoxi}-9H-purina
Este compuesio esta descrito en Wanner MJ. et al., J Med Chem, 2004, 47(27).6875-
£883.

Compuesto 21: 6-{{4-Bromobencilloxi}-8H-purina

Se disuelven 4-bromobencil alcohol (18151 mg, 8.70 mmoles) v NaOH (155.2 mg,
3.88 mmoles) en un poco de MeOH (25 mL). Se mantiens la mezcla de reaccion en
agitacidn hasta la disolucién del NaOH. Se adiciona 8-clore-9H-purina (300.0 mg, 1.94
mmoles) v se calienta a (90 °C) durante 2 h. Se evapora el disolvente a presion
reducida y se afade AcOE! (50 mlL). La fase organica se lava con agua destilada (3 x

50 mL} anadiendo un poco de NaCl. A continuacidn, se seca sobre Mg:50, anhidro,
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se fillra y se concentra hasta sequedad. El crudo se purifica medianie columna
cromatografica empleande CHCL/MeOH (10:1) como sluyente. De esta forma se
obtiene el compuesto 21 en forma de sdlido beis (107.2 mg, 18 %). "H-RMN (300 MHz,
DMSO-d;): § 13.48 (s, 1H), 8.51 (5, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.61 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.48 (4,
J =84 Hz, 2H), 5.50 (s, 2H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): & 158.5 (1), 1585.3 (10,
151.2 (1C), 143.0 (1C), 138.0 (1C), 131.4 (2C), 130.4 (2C), 121.3 (1C), 118.1 (1C),
66.8 (1C). P.f. "C. Anslisis elemental {C.H.BrN,0} Calculado: C 47 .24%, H 2.97%,
N 18.36%. Hallado: C 47.06%, H 2.88%, N 18.31%.

Compuesto 22; G-{4-{trifluorometilibenciltio)}-BH-purina

Este compuesto estd descrito en Kamper C. et al., Mol Diver, 2012, 16(3):541-551.

Compuesto 23: 6-{{4-{Metiltio}benciiltio}-3H-purina

Se disuelven 8-mercaptopurina monchidrate (300.0 mg, 1.76 mmoles) y KOO, (243.7
mg, 1.76 mmoles) en DMF (25 mL). Se mantiene la mezcla de reaccidén en agitacidn
durante 1 h a temperatura ambiente. Se adiciona bromuro de 4-(metiltio)bencilo (382.8
mg, 1.76 mmoles) v se mantiene en agitacidn durante una noche a temperatura
ambiente. Se evapora el disolvente a presion reducida y se afiade AcOEL (100 mb). La
fase organica se lava con agua destilada (3 x 100 mL) afadiendo un poco de NaCl. Se
seca sobre Mg.SC, anhidro, se filtra y se concentra hasta sequedad. El crudo se
purifica mediante columna cromatografica empleando CH.CL/MeOH (10:1) como
eluyentie. De esta forma se obtiene el compuesic 24 en forma de sdlido blanco (158.0
mg, 31 %). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 8 13.53 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.44 (s, 1H),
740 (d, J=82 Hz, 2H), 7.20 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 461 (s, 2H), 2.44 (s, 3H). "C-RMN
{125 MHz, DMSO-ds): 8 1588.2 (1C), 151.4 (1C), 149.3 (1C), 143.0 (1), 138.9 (1C),
134.5 (1C), 130.1 (1C), 129.6 {2C), 126.0 (20), 31.2 (1C}, 14.7 (1C). MB {ES}): m/z 289
(M+1]. P 203 —~ 205 °C. Analisis elemental (Cy3H N S;) Calculado: C 54.14%, H
4.19%, N 19.43%, 5 22.24%. Hallado: C 53.96%, H 4.15%, N 18.34%, § 22.18%.

Ejemplo 2: Medida de Ia inhibicién de CDCT {tecnologia ADP-Glo™)

El método utilizado es un ensayo de inhibicion enzimatica no radiactive utilizando
CDC7 recombinante humana. Este se basa en la cuantificacién luminométrica de la
inhibicién  utilizando el Kit de Quinasa ADP-Gio™. En este ensayo la sefial
luminiscente se correlaciona positivamente con fa cantidad de adenosin difosfato

(ADF) v la actividad de la quinasa. Todos los compuestos se evaluaron a una
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concentracion fijla de 10 pM. Para aguelios compuestios con un porcentaje de
inhibicidn mayor del 50%, se lleva a cabo un estudio dosis-respuesta determinandose
su valor de Cls (concentracion de compuesto capaz de inhibir al 50% la funcion de
CDCT).

Los estudios de inhibicién enzimatica de CDC7 se llevaron a cabo utilizando el kit de
promega: ADP-Glo™ Kinase Assay + CDC7/DBF4 Kinase Enzyme Systemn (n° de
catalogo V5088). £l ATP y ofros reactivos se compraron en Sigma-Aldrich (8t Louis,
MO). Los ensayos fueron realizades en una solucion tampdn utilizando placas de 96
pocillos. El compuesto a ensayar (5 b, 40 uM disuelto en DMSO 4 %) se afadid a
cada pocillo seguido de la enzima (& pl., 25 ng/pocillo), ATP (& ul, concentracidn final
en el pocillo 10 ubM) v PDKHDE (6 pl, 4 ug/pocilio). A continuacion, se dejd incubar
durante 60 min a temperatura ambiente y se afadié el reactivo ADP-Glo™ (20 ul)
dejandose incubar nuevamente duranie 40 min a temperatura ambiente. Tras la
incubacion, se afadid el agente de deteccidn de quinasa (40 ul) vy se dejd incubar
durante 30 min a temperatura ambiente. Por ultimo, se midid ia luminiscencia (tiempo
de integracion de 0,5 - 1 seg) usando un polarimetro POLARSstar Optima multimode
reader. Las actividades de inhibicion se calcularon en funcicn de la actividad maéxima,
medida en ausencia de inhibidor. Los valores de inhibicidn determinados para los

compuestos preparados se encuentran recogidos en la tabla 1.

Ejempio 3: Medida de {a inhibicion de CDC7 {tecnologia LanthaScrean)

El ensayo de inhibién de quinasas LanthaScreen Eu uliliza un marcador de Alexa
Fluor™ gue se une a una quinasa y se detecia mediante la adicidn de un anticuerpo
marcado con Eu. La unién del marcador y el anticuerpe a la quinasa da como
resuliado un alto grado de FRET, mientras que el desplazamiento del marcador por un
inhibidor resuita en una pérdida de FRET. A diferencia de otros muchos ensayos de
actividad quinasa, este es un ensayo de simple mezcla y lectura, sin elapas de
desarrollo. Este método de ensayo ha side desarrollade por “Life Technologies” e
identifican inhibidores de quinasa ATP competitives, haciéndolos adecuados para la

deteccidon de cualquier compuesio que se una al sitio det ATP.

Los compuestos se evaluan en 1% DMSO (final) en el pocillo. Se ha utilizade una
mezcla de CDC7/DBF4 recombinante humana (0,5 nM), anticuerpo Eu-antiGST (2 nM)
y marcador AlexaFluor (1nM) en un buffer de 50 mM HEPES pH 7,5, 0,01% BRIJ-35,
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10 mM MgCi2, 1 mM EGTA.En placas blancas de 348 pocillos, de bajo volumen,

codificadas (Greiner cat. #784207), se afiaden 160 nL (100 x compuesto en 100%
DMSO), 3,84 pl (buffer con CDC7/DBF4), 8,0 ul {anticuerpo), 4,0 pl(marcador). Se

agita 30 s vy se incuba a temperatura ambiente durante 60 min. A continuacidén se mide

la flucrescencia en el lector de placas y se analizan ios datos {(Tabla 1).

Tabla 1. Valores de inhibicion en CDCY de los compuestos de farmula (H):

R4.

N Ry
98

(1
f TR
Comp. RyaR; CQCZ:E ::?“p&;g?;@m CD%;&?;E?&
! H 8,74 £ 0,35 0,125
2 2,3-[(CH)4] 11,22 + 0,84 0,347
3 3CN 8,38 027 0,335
4 2-CF, 973+ 103 0,245
5 4-Cl 846 + 1,05 0,184
6 3-Cl 898 + 0,21 0,194
’ 3-CFs 6,50+ 0,83 0,320
8 S-Cl 5214038 0,172
Y 3 3,34 £ 0,27 0,086
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10 3NC, | S 6,54 + 0,32 0,189
11 3-Br S 5,29 £ 0,71 0,138
12 4-Br S 914+ 0,79 0,438
13 2-Br S 6.24 + 0,99 0275
14 2.Cl S 0.092
15 3-OMe S 0.239
16 2.CO2Et | § 5750
17 4-NO2 3 0,127
18 4-NHCOMe | 8 0,474
19 4-CN s 0,288
20 H o G167
21 4-Br o 0,909
22 4-CF3 g 0,367
23 4SCH3 | S 0,146

Ejempio 3: Prediccion del paso de barrera hematoencefalica

Un requisito imprescindible que deben cumplir los farmacos destinados al tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas es la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica (BHE) va que, en caso confrario, no podrian actuar sobre ia diana
de interés. Por tanto, para los compuestos no permeables o situados en la zona de
incertidumbre, podria ser necesario que fueran vehiculizados adecuadamente un su
formulacion farmacéutica mediante mélodos conocidos por un experto en la materia
como por ejemplo mediante encapsulacién. Esta capacidad puede predecirse in vilro
utilizando un método conocido con las siglas PAMPA (Paraflel Artificial Membrane
Permeability Assay) descrito por Di v colaboradores (Di, L.; Kerns, E. H.; Fan, K ;
McConnell, O, J.; Carter, G. 7. Eur. J. Med. Chem., 2003, 38 (3), 223-232) y que
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posteriormente ha sido puesto a punto en nuestro grupe de investigacién. Dicho
método permile predecir la permeabilidad efectiva a través de membranas arificiales

mediante un proceso de difusidn pasiva.

En primer lugar, es preciso validar el método, para lo cual se utilizan 10 compuestos
comerciales cuya capacidad de penetracion en el sistema nervioso central (SNC) es
conocida que se especificaran a continuacidn, obteniéndose en aste caso una buena
correlacion lineal entre los valores de permeabilidad (Pe) experimentales vy los
descritos (FIG. 1). Esta recta de correlacion obtenida siguiendo el patrdn descrito en la
bibliografia permite establecer los limiles para predecir si un compuesto puede
atravesar ¢ no la barrera hematoencefilica. Asi, se considera gue un compuesto es

permeable a la BHE (SNC+) si presenta una permeabilidad > 4,48 x 10% em-s™,

Para el procedimienio, se tomaron entre 3-5 myg de cafeina, desipramina, enoxacing,
hidrocortisona, oflioxacing, piroxicam v tesiosterona, 12 mg de promazina y 25 mg de
atenolol y verapamilo, v se disolvieron en EtOH (1000 pl). Se tomaron 100 ul de
estas disoluciones y se afadieron EtOH (1400 ul) y tampdn fosfato (PBS) pH = 7.4
(3500 pb) con el fin de alcanzar una concentracion final de EtOH del 30% viv en

disolucidn. Por dltimo, se filtraron las disoluciones.

Por otro lado, se afiadio una disolucion de PBS/EtOH (70:30) a cada pocilio de la placa
aceptora {180 ul). La placa donadora fue impregnada con una disolucion de lipido de
cerebro porcino (4 pl) disuslto en dodecano (20 mg-mL™). Una vez transcurridos 5

rmin, se afadio disolucion de cada compuesio sobre esta placa (180 ul).

De los compuestos 1 a 10 evaluados, se omaron entre 1-2 mg v se disclvieron en
E1OH (1500 ul) v tampdn fosfato (PBS) pH = 7,4 (3500 ul}, se fiitraron y se aftadieron
a la placa donadora. Con estas disoluciones, se determinan las longitudes de onda a
las cuales absorben los compuestos v se miden los niveles de absorbancia inicial a
estas longitudes de onda empleando un lector de absorbancia de UV, Cada muestra
fue analizada de dos a cince longitudes de onda, en tres pocillos v en dos

experimentos independientas.

A continuacion, la placa donadora se depositd sobre la aceptora formando una especie

de “sandwich” y se dejaron incubar durante 2 h y 30 min a 25 °C. De esta forma, los
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compuestos iran pasande de la placa donadora a la placa aceptora a través del lipido
de cerebro porcino mediante difusidn pasiva. Transcurrido ese tiempo, se retira
cuidadosamente la placa donadora y se determinan la concentracion y absorbancia
final tanto de los compuestos comerciales como de los sintetizados. Los resultados
obtenidos se expresan como la media de las medidas [desviacion estandar (3D)] de

los distintos experimentos realizados y se encuentran recogidos en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de permeabilidad (Pe 10° cm s7) en el experimento PAMPA-BHE y
prediccion de la penetracion en el sistema nervioso central (SNC) de los compuestos

de formula (1) como se describen también en la tabla 1:

Comp. RiaRs Z pe{16fems™) piiiﬂ;iﬁ
1 H S 6,211 SNC+
2 2,3-[(CH)4] 5 183,2+20 SNC+
3 3-CN S 2302 SNCH/-
4 2-CF; S 175+09 SNC+
5 4-Cl S 122+12 SNC+
6 3-Cl o 7208 SNC+
7 3-CFs S 16,308 SNC+
8 3-Cl S 15108 SNC+
9 3-| S 138+25 SNC+
10 3-NG, > 39x04 SNC+/-
12 4-Br S 11,5+07 SNC+
13 2-Br S 13,1+ 0,1 SNC+
14 2-Cl S 18,1412 SNC+
15 3-OMe S 52+£08 SNC+
16 2-CO2EL S 97x14 SNC+
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17 4-NOZ S 55413 SNC+
19 4-CN s 2207 SNC+H-
20 H o 29%09 SNC+-
21 4-Br O 1414 SNC+
22 4-CF3 - 135+ 1,6 SNC*
23 4-SCH3 - 17,8 0,7 SNC+

Ejemplo 4: Efecto neuroprotector de los inhibidores de CDC7 frente al cido
gtacrinico

La linea celular de neuroblastoma humana SH-3Y5Y, se cultivd a 37°C con un 5% de
CO, en medioc DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) enriguecido con L-
glutamina (2mM), 1% de aminocacidos no esenciales, 1% de Penicilina/Estreptomicing
y un 10% de suero fetal bobine. En &l estado de semiconfluencia, las células fusron
tratadas con los inhibidores de CDCY {(compuestos 1 y 8} a diferentes concentraciones
durante 1,30 horas postadicion del agente causante de la fosforilacion de TPD-43;
acido etacrinico (20 uM) (Sigma). A las 24 horas se evalud la viabilidad celular con
MTT ({[3-(4,5-dimethylthiazol-2-vi}-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) siguiendo  un
procedimiento descrito (Denizot F, Lang R. J Immuniol Methods. 1987, 89:271-7) y los

niveles de TDP-43 fosforilada mediante western blot (FIG. 2).

Ejempio 5: Efecto de los inhibidores de CDC 7 en a fosforilacion de TDP-43

Para svaluar los niveles de TDP-43 fosforilada en presencia de los inhibidores de
CDC7 (compuestos 1 y 8), las células tras 24 h de incubacidn con el acido etacrinico,
fueron lavadas con PBS y posteriormente lisadas en frio con tampon de lisis (50mM
Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1% Nonidet P-40 vy Proleasa e inhibidores de
fosfatasa (Roche)). Los exiracios celulares recogidos se centrifugaron durante 10
minutos a 4.000 rpm. La cuantificacion de proteinas se realizd con el kit de ensayo de
proteinas Pierce BCA (Thermo Scientific). 10 pg de proteina se cargaron en el gel de
poliacrilamida con SD3 y posteriormente se fransfirieron a una membrana de fluorure
de poli-vinilideno {(PVDF) (Millipore). La membrana fue blogqueada con albumina de

suero bovine al 5% (Sigma), e incubada durante 12 horas con las siguientes
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conceniraciones de anticuerpos primarios ({(anti-fosfo(5409/410)-TDP-43 humana
(1:500) (22308-1AP, Proteintech), co-tubulina (1.1.000) (sc-238948, Santa Cruz
Bictechnologies). La amplificacion de la sefal se illevd a cabo con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano, correspondientes a la especie
utilizada en &l anticuerpo primario (Bio-Rad). La densidad de las bandas se cuantificd
con el programa image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). La
FIG. 3 muestra que el tratamiento de las células con los inhibidores de CDC7

{(compuestos de la invencidn 1 y 8) permitid reducir ia fosforilacion de TDR-43.
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REIVINDICACIONES

Uso de un compuesto de formula (1)

G/\Z
v
5;1;>

(1)
donde:
G representa un grupo que se selecciona de entre arilo, heteroariio ¢ alguilo Cy-
Cio, cualquiera de ellos opcionalmente sustituido por al menos un sustituyente
seleccionado de enire CF;, alquile C,-Cs, S-alquilo C4-Cs, haldgeno, CN, O-alquilo
C1-Cs, NQ,, COO-alquilo C1-Cs, NHCO-alquilo C4-Cq, NH, v NH-alquilo C4-Cq, u
opcicnalmente sustituido por dos sustituyentes formando un ciclo condensado al
grupe G cuando es un arilo ¢ heteroarilo, y
Z se selecciona de entre O 0 S;
o cualguiera de sus sales, solvatos o isdmeros farmacéuticamente aceptables
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de

patcloglias relacionadas con la proteina TDP-43.

2. Uso segun la reivindicacion 1, donde G es un grupo arilo, opcionalmente sustifuido

por al menoes un sustituyente seleccionado de entre CF;, alquilo C-Cg, S-alquiio
C+-Ce, halégeno, CN, C-alquile C,-Cq, NO,, COC-alquile Cy-Cq, NHCO-alquilo Cy-
Cs, NH, y NH-alguilo C4-Cs, u opcionalmente sustituido por dos sustituyentes

formando un ciclo condensado al arilo.

Uso segin la cualguiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, donde G es un grupo fenilo v
el compuesto es de fdrmula (H):
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-~

Rgn,

N
fm
{H)

donde Ry a R: se seleccionan independientemente de entre M, CF;, S-alguilo Cy-
Cs, haldgeno, alquilo C,-Cq, CN, O-alguilo Cy-Cs, NG,, COO-alquilo C-Cg, NHCO-
alquilo G4-Cs, NHz vy NH-alquilo C4-Cq, © dos de los radicales Ry a Rs forman un
ciclo condensado al fenilo; y

Z se describe en la reivindicacion 1.

Uso segin la reivindicacion 3, donde B, a Ry se seleccionan independientemente
de entre H, CF3, halégeno, alquilo C4-Cy, ON v NO; o dos de los radicales Ry a Bs

formar ur ciclo condensado al fenilo.

Uso segin cualguiera de las reivindicaciones 3 o 4, donde Bs es H.

Uso segun la reivindicacion 4, donde al menos uno de Ry, By, Rzo R, es CL Bro ly
Hs es H.

Uso segun ia reivindicacion 4, donde al menos uno de Ry, Ry, By 0 Ry es maetilo,
CF:},, Ch o NO; ¥ Fses H.

Uso segln la reivindicacién 4, donde dos de los radicales Ry a R, forman un ciclo
condensado al fenilo y Ry es H.

Uso segun la reivindicacion 8, donde R, y RH: forman un ciclo condensado al fenilo.

10. Uso segun la reivindicacion 4, donde By, R, Rs, Fa v Bs son H,
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11.

12.

13.

Uso segun la reivindicacidn 1, donde el compuesto se selecciona de entre:
8-{bencillio)-@H-purina

- B-{{naftalen-1-iimetil}tic)-SH-purina

- 8-{{3-{ciancbencihiio)-9H-purina

6-((2-

6-{{4-clorobencilitio)-SH-purina

6-{(3-clorobencilloxi)-9H-purina

{triflucrometilibencilitio}-9H-purina

- B-{((3-(irifluorometilibencil}tio}-9H-purina

- B-{{3-clorobencibitio)-9H-purina
6-{{3-iodebenciltio)-9H-purina

6-{{3-nitrobencihtio)-9H-purina

6-{{3-bromobencilitio)-9H-purina

&-{{4-bromobencilitio)-9H-purina

6-((2-bromobencilitio)-SH-purina

6-{(2-clorobencilltio)-SH-purina

6-{{3-metoxibencilfio)-9H-purina

- 2-{{{9H-purin-g-iHtioymetibbenzoalo de etilo

- 6-({(4-nitrobencil)tio}-9H-purina
6-{{4-acetamidobencilitio)-9H-purina

- B-{{4-ciancbencilitio}-SH-purina

- 6-{{bencihoxi)-SH-purina

- 6-{{4-bromobencibioxi}-9H-purina
6-(4-(trifluorometibbenciltio}-SH-purina

- B-{{4-(metiltio}benciijtio}-9H-purina.

Uso segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde la enfermedad
relacionada con la proteina TDP-43 es una enfermedad neurologica.

Uso segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la enfermedad
relacionada con la proteina TDP-43 es una enfermedad neuroldgica que se
selecciona de enire esclerosis lateral amiolrdfica, demencia frontotemporal,
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo asociado a 13 edad y encefalopatia

traumatica crénica.
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14,

15.

Uso segun la reivindicacién 13, donde la enfermedad se selecciona de entre
esclerpsis  lateral amiotrdfica, demencia frontotemporal v enfermedad de
Alzheimer.

Compuesio gue se selecciona de enire:

6-({Naftalen-1-itmetit}tio)-9H-purina
- B-{{3-{cianobencibtio)-9H-purina
- 6-{{4-clorobencibfic)-SH-puring
- B-{{3-clorobencilyoxi}-SH-purina
6-{{3-{Iriflucrometil}bencii)tio)-9H-purina
- 6—((3~c£orobencii}tio}—@ﬁ-purina
-{{3-iodcbencilitic)-SH-purinag
6-{(3-nitrobencilitio}-9H-purina
6-((2-bromobencilitio)-9H-purina
6-{(2-clorobencilltio)-SH-purina
2-{{{(9H-purin-B-ihtic)metihbenzoato de etilo
- B-{{4-acetamidobencilltio)-9H-puring
- B-{{(4-cianobencilitio}-SH-purina
6-{{4-bromobencilioxi}-9H-purina
- 6-{{4-{metiltio)bencii}tio)-9H-purina.

. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segin se describe en la

reivindicacion 15 junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

. Uso de un compuesto segin se describe en la reivindicacidén 15 para la fabricacién

de un medicamento.
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