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Tl'tulo: COMPUESTOS ESPIRANICOS DERIVADOS DE OXINDOL-PIRAZOLO [3,4-b] PIRIDINONA Y
SUS USOS TERAPEUTICOS

@Resumen:

Compuestos espiranicos derivados de oxindol-
pirazolo[3,4-b]piridinona y sus usos terapéuticos.

La presente invencién se refiere a derivados de
oxindol-pirazolo[3,4-b]piridinona, que actian como
moduladores de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) y de su uso para el tratamiento y prevencion
de enfermedades o trastornos regulados por AMPK.
Por tanto, estos compuestos pueden ser Utiles para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias,
autoinmunes, cardiovasculares, neurolégicas y
cancer.
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COMPUESTOS ESPIRANICOS DERIVADOS DE OXINDOL-PIRAZOLO [3.4-b]
PIRIDINONA Y SUS USOS TERAPEUTICOS

DESCRIPCION

La presente invencion se reflers a una serie de compuesios derivados de oxindol-
pirazolof3.4-blpiridinona vy su uso para &l tratamiento de enfermedades inflamatorias,
autoinmunes, cardiovascuiares, neuroldgicas y cancer. También hace referencia a las
composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos. Por tantg, I8

invencion pertenece al campo de la guimica farmacéutica.

ESTADC DE LA TECNICA

Obesidad, diabeles de tipo 2, hipertension, cancer y enfermedades cardiovasculares
comportan graves alteraciones del metabolismo de glucosa ¢ lipidos y afectan
severamente a la salud y calidad de vida de los individuos afectados. La creciente
prevalencia de esias enfermedades hace gue e hallazgo de nusvas dianas

farmacoidgicas para su tratamienio sea una tarea urgente.

En este contexio, la serinalftreoning proteina guinasa aclivada por AMP (AMPK) es
una diana biologica relevante para este tipo de patologias, va gue actiia como un
sensor clave del estado energético celular, coordinando rutas metabdolicas v procesos
no metabdlicos con el objetive de equilibrar el nivel de suministro de nulrientes v la
demanda energética. AMPK regsponde a cambios en los niveles de AMP intracelular,
estimulando rutas asociadas con la generacion de ATP y/o inhiblendo procesos gue
consumen ATP. En consecuencia, la sintesis de glucosa, lipidos v proteinas asi como
el crecimiento celular se inhiben, mientras gue la oxidacidon de Acidos grasos vy ia
recaptacion de glucosa se aclivan. [Hardie DG; Ross FA ef al. 2012 Nature Reviews
13: 251-282]. Asi, compuestos capaces de regular el metabolismo energético a través
de ta modulacion de AMPK constituyen una esirategia prometedora para ia prevencion

y el ratamiento de este tipo de enfermedades.

A nivel farmacoldgico, el concepto de AMPK como diana polencial para tratar el
sindrome metabdlico se ha visto apoyado por el descubrimienio de dos clases
principales de farmacos antidiabéticos, tiazolidindionas (rosiglitazona, froglitazona vy

pioglitazona) y biguanidas {metformina y fenformina), gue activan AMPK en células en
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cultivo e in vivo. Tradicionalmente rosiglitazona es considerada un agonista de PRARy
y gjerce sus efectns antidiabéticos a traves de la diferenciacion de adipocitos. AMPK
podria participar en los efectos antidiabéticos de rosiglitazona (Kadowaki T. et al., The
Joumnal of Clinical Investigation 116:1784-1782, 2008]. A su vez, metformina podria
activar AMPK in vilro e in vivo mediante la inhibicidn del complejo | [Zhou G. et al,, The
Journal of Clinical investigation 108:1167-1174, 2001], y el efecio hipoglucémico
podria ser completamente blogueado por la inactivacion de la quinasa LKBA1,
confirmando el papel clave de AMPK en la mediacidn del efecto antidiabético de
metformina [Shaw R.J. et al., Science (New York) N.Y. 310:1642-1646, 2005].

De igual manera, la accion de AMPK sobre el melabolismo energético seria
responsable de los efectos beneficiosos que la activacion de esta quinasa tiene en el
corazén, especialmente en la proteccion confra dafics producidos en isquemia-
reperfusion. También se ha visto que la activacion de AMPK disminuye la hipertrofia
cardiaca v el riesgo de fallo cardiaco, por lo gue la administracion de activadores de
AMPK estaria recomendada en estas patologias [Zaha VG v Young LH. 2012 Circ.
Res. 111: 800-814].

Mas recientemente se ha hecho evidents la participacion de AMPK en la regulacion
del metabolismo, no solamente celular sino tfambién corporal. Se ha demostrado que
la hormona leptina derivada de los adipociios lleva a una estimulacion de AMPK v, por
tanto, a2 un incremento en la oxidacidon de dcidos grasos en musculos esqueldticos
IMinokoshi Y. et al, 2002, Nature, 415, 339]. La adiponectina, otra hormona derivada
de adipocitos que lleva a un metabolismo mejorado de carbohidraios vy lipidos,
estimula AMPK en higado y en misculos ssqueléticos [Yamanauchi T. et al., 2002,
Nature Medicine, 8, 1288]. La activacién de AMPK en estas dircunstancias no parece
ser debida a un incremento de los niveles celulares de AMP, sino mas bien a la

fosforilacién de la subunidad catalitica por una © mas guinasas corriente arriba.

En base a las consecuencias metabdlicas antes mencionadas de la activacion de
AMPK, cabe ssperar efectos beneficiosos profundos de la aclivacion in vivo de AMPK,
Asi, en higado la expresion génica de enzimas gluconeogénicas eslaria disminuida,
con lo que se reducirfa la produccion de glucosa hepatica v se mejorariz la
homeostasis global de giucosa. Por otra parte, 1a inhibicion directa y/o la expresidon
reducida de enzimas clave en el metabolismo de lipidos reduciria la sinlesis de los

mismos y ademas se incrementaria la oxidacion de acidos grasos. Esto comportaria
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una mejora de la homeostasis de glucosa vy, debido a una reduccidn en la
acumuiacion de triglicéridos en misculo esguelgtico, también una accién mejorada de
insulina. Por tanio, la combinacién de eslos efectos en sindrome melabdlico deberia

reducir significativamente el riesgo de adquisicion de enfermedades cardiovasculares.

AMPK participa en la regulacion de la ruta PISK/AKYMTOR. La mTOR es una enzima
serinaftreonina quinasa que regula la sintesis de proteinas. AMPK regula
negativamente la ruta mTOR & varios nivelgs. Primero, AMPK fosforila v activa la
proteina de la esclerosis tuberosa 2 (TSC2), que es un inhibidor de mTOR. En
segundo lugar, AMPK fosforila e inactiva a la proteina raptor, una subunidad del
complejo en el gue se encuentra mTOR, dando lugar a la inactivacion del complejo.
De esta manera, la aclivacion de AMPK inhibe el crecimiento celular vy protege a las
células de la apoptosis inducida por ayunc de glucosa [Burkewitz K, Zhang Y and Mair
W.B. 2614 Cell. Meiabolism. 20: 10-25] La AMPK tambien puede ser una diana
terapéutica para muchos canceres que tienen accion constitutiva sobre la ruta de
sefializacion PISK/AKL El tratamiento de diversas lineas celulares de cancer mediante
AICAR {5-amino-1-B-D-ribofuranosil-imidazol-4-carboxamida), un andlogo de AMP
capaz de sstimular AMPK, atenta la proliferacion celular tantoc en estudios in vitro
como in vive [Rattan R, Girl S, Singh AK, Singh 1. 2005 J. Biol. Chem. 280:39582-
39593].

La activacién de AMPK por AICAR reduce la expresion de las enzimas lipogénicas
FAS v ACC, dando como resultado la supresidn de la proliferacion en células
cancerosas prostaticas. Muchas c¢élulas cancerosas despliegan una velocidad
marcadamente incrementada de sintesis de acidos grasos de novo correlacionada con
altos niveles de FAS. La inhibicion de FAS suprime la proliferacién de células
cancerosas e induce la muerte celular. Asi, la activacidén de AMPK y la inhibicion de la

actividad de FAS es una diana para la terapia farmacoibgica de este tipo de cancer.

For otra parte, AICAR es un activador de AMPK que gjerce un efecto antiinflamatorio
atenuando Iz produccion de ciioquinas v mediadores proinflamatorios. Asimismo,
AICAR atenta la progresion de la encefalomielitis autoinmune experimental, limitando
fa infiltracion de leucocitos a través de la barrera hematoencefalica, por o que se ha
sugerido que los agentes aclivadores de AMPK actian como agenies anti-
inflarmatorios v pueden mantener un potencial terapgutico en la enfermedad de
Krabbe/Twiicher [Giri S et al. 2008, J. Neurcchem., 105: 1820-1833].
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También se ha descrifo que la activacion de AMPK juega un papel neuroproiector en
diferentes enfermedades neurcdegenerativas. Asi, su aclivacién puede ejercer un
efecto neuroprotector a fravés de la regulacion de los niveles de PGC-1 y UCP2 frente
al dafio cerebral inducido durante estados de epilepsia [Han et al., 2011, Neurosci Lett
500: 133-138] ¢ a traves de su papsel en procesos de exciioxicidad vy apoptosis en
neuronas de hipocampo [Ullah et al., 2014, CN& Neuroscl. Ther, 20: 327-338].

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los aulores de la presente invencidn han encontrado una familia de compuesios
caracterizados por ser potentes moduladores de AMPK. Por tanto, los compuesios de
fa invencion pueden resuliar Gtiles en el tratamienic ¢ profilaxis de enfermedades que

se relacionan con la regulacion de dicha enzima.

En un primer aspecto, la presente invencidn se refiere a un compuesio de formula

general (I):

U

O sus isGmeros, sales o solvatos fTarmacéuticamente aceptables correspondientes, en

la que R-Rs v X se definen a continuacidn.

R: se selecciona entre hidrégeno, haldgeno, alguilo (C4-Cqg) sustituido o no sustituido,
OR;, SR, COO(R,), CF; N{R.) v un grupo arilo {(Ce-Cig) sustituido o no sustifuido.

Preferiblemente R se selecciona entre cloro, bromo vy un grupo fenilo sustituido.

R, se selecciona entre hidrdgeno, alguilo (C4-Cae) sustituido o no sustituido v COR,.

Preferiblemente R, es hidrégeno.
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Rj se selecciona entre hidrdgeno, alquile {C-Cyg) sustituido o no sustituido vy arilo (Ce-
Cis) sustituido o no sustituido. Preferiblemente R se selecciona enire hidrégeno, un

grupo fenilo y 4-metoxifenilo.

R4y Rs se seleccionan independientemente entre hidrogeno, arilo (Cs-Cys) sustituido ¢
no sustituido, haldgeno y grupo nitro (-NO,). Preferiblemente R, se selecciona entre
hidrogeno v fidor, v Rs se selecciona entre hidrbgeno, fldor, un grupo nitro v un grupo

fenilo.

X es un halégeno, preferiblemente fiGor.

R, se selecciona entre hidrégeno, aiguiio (C-Cye) sustituido o no sustituido v arilo (Cs-

C1e) sustituido o no sustituido.

Donde los sustituyentes se seleccionan de entre OR', =0, SR, S8OR', SO,R’, NQ,,
NHR', N{R"),;, =N-R', NHCOR', N{COR'");, NHSO,R’, NR'C(=NR"JNHR', CN, haldgeno,
C{OR, COOR', OC(OR, CONHR', CON(R'), alquilo {C4-Cy) sustifuido o no
sustituido, alguenilo {(C,-Cyo) sustituido o no sustituido, alguinilo {C,-Cqq) sustituido o
no sustituido, arilo {Cs-Cie) sustituido o no sustituido y heterociclo {(Cs-Cqg) sustifuido o
no sustituido, donde cada grupo R’ es seleccionado independientemente enire H, OH,
NG, NH, SH, CN, halégeno, O, C{OH, C{Clalquilo, COOH, algquilc {(Ci-Cio)
sustituido o no sustituide, alquenilc {C.-Cyo) sustituido ¢ no sustituido, alguinilo (Co-
Cao) sustituido o no sustituido, arilo (Ce-Cqg) sustituido o no sustiluido v heterociclo (Cs-

Caa) sustituido ¢ no sustituido,

Ei términc "haldgeno”, tal como se entiende en la presente invencion, incluye fidor,

clore, bromo y yodo.

El término “alquilc” se reflere a una cadena de hidrocarbure lineal ¢ ramificada,
saturada, gue tiene de 1 a 10, preferiblemente de 1 2 6 v mas preferiblemeniede 1a 4
atomos de carbono. Opcionalmente puede sslar sustiluido por al menos un

sustituyente descrito anteriormente.

Ei término “algueniic” se refiere a una cadena de hidrocarburo que contiene al menos
un enlace doble carbono-carbono, lineal o ramificada, gue tiene de 2 a 10,

preferiblemente de 2 a 68 y mas preferiblemenie de 2 a 4 alomos de carbono.
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Opcionalmente puede estar sustituido por al menos un sustituyente descrito

anteriormente.

El término “alquinilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo gue conliene al menos
un enlace triple carbono-carbono, lineal o ramificada, que tiene de 2 a 10,
preferiblemente de 2 a 6 y mas preferiblemente de 2 a 4 &dtomos de carbono.
Opcionalmente pusde estar sustituido por al menos un sustlituyente descrilo

anteriormente.

El tarmino “arllo” se reflere a un anillo aromatico, monogiclico ¢ policiclico, gue tiene
de 6 a 18 atomos de carbono. Como gjemplos, se citan fenilo, naftilo, antranilo ©
fenantrilo, siendo preferido el fenilo. Opcionaimente puede estar sustituido por al
menos un sustituyente descrito anteriormente. Cuando el radical arilo lleva 2 ¢ mas

sustituyentes, los sustituyenies pueden ser iguales o diferentes.

Ei término “heteroarilo” se refiere a un anilio aromatico de 5 a 18 miembros,
opcionalmente substituido por al menos un sustituvente descritc anteriorments, gue
tiene uno o mas hetercélomos seleccionados de entre N, O, v S como alomos en &l

aniflo. El heteroarilo puede ser un sistema de anillo mono-, bi- o triciclico.

El término "sustituide” a2 menos que se especifique lo conlrario, se refiere a la
sustitucion por uno o mas sustituyentes {por ejempio 1, 2, 3 ¢ 4} o cuaiguier
combinacion de los mismos de la lista de sustituyentes anteriormente mencionada.
Cuando hay presentes dos 0 mas sustituyentes, cada sustifuyenie puede ser igual o

diferente.

Los grupos hidroxilos, ticles, aminas, acidos pueden hallarse opcionalmente
protegidos. Existe un gran nuamero de grupos protectores de esios grupos funcionales,
y son bien conocidos por el experto en la materia. A modo de guia, ver Protecting

groups, Kocienski, 2004, 3rd edition.

Segun la presenie memoria, cualquiera de los compuestos definidos anteriormente, es
decir, aguellos compuestos que responden a la formula general (1), pueden ser
iguaimente referidos en esta memoria como ‘compuesic © compuestos de la

invencion”,
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Asimismo, hay que entender que la presente invencién abarca todos los isdmeros de
fos compuestos de formuia (1), es decir, todas las formas geomélricas, tautomericas v
Opticas, v sus mezclas (por ejemnplo, mezclas racémicas). Cuando hay mas cenlros
quirales en los compuesios de férmula (1), la presenie invencion incluye deniro de su
alcance todos los posibles diasteredmercs, incluidas sus mezclas. Las diferentes
formas isOmeras pueden separarse ¢ resolverse enire si por maiodos convencionales,
o cualguier isdmero dado puede obtenerse por métodos siniélicos convencionales o

por sintesis esterecespecifica, estereoselectiva o asimétrica.

Ei termino “tautomero” ¢ “forma taulomérica”, tal v como se usa en la presenie
invencion, se refiere a isdmeros estructurales de diferentes energias que son
interconvertibles via una barrera de baja energia. Por ejemplo, tautdmeros proidnicos
{también conocidos como tauiomeros prototrdpicos) gue incluyen interconversiones
mediante la migracion de un protdn, como por ejemplo isomerizaciones celo-endlicas
o imina-enamina. Los tautdmeros de valencia incluyen interconversiones por

reorganizacion de algunos electrones de enlace.

La presente invencidon también incluye compuestos marcados con isotopos, gue son
idénticos a los citados en las Ormula (1) salvo en que uno © mas atomos se han
reemplazado por un afomo gue tiene una masa atdmica o nimero masico diferente de
la masa atdmica ¢ nUmerc masico enconirado habitualmente en la naturaleza. Los
gjemplos de isOlopos que pueden incorporarse en compuesios de la invencion
incluyen isdtopos de hidrégeno, carbono, nitrdgeno, oxigeno, fltor, yodo v cloro, tales

Como EH, SH, 11C7 140, 185:? 123E y 1?.5E.

En este sentido, dentro del alcance de la presente invencion se encueniran las sales
farmacéuticamente aceptables de dichos compuesios que contienen los isdtopos
mencionados anteriormente y/u oiros iséiopos de ofros dtomoes. Los compuestos
marcados con isGlopos de la presente invencidon, por ejemplo aguéllos en que se
incorporan isdtopos radioactivos tales como *H o "C, son utiles en ensayos de
distribucion de farmacos y/o sustratos en telidos. Se prefieren particularmente los
isotopos tritio, es decir “H, y carbono-14, es decir, *C, por su facilidad de preparacién
y detectabilidad. Los isotopos ''C y "°F son particularmente dtiles en PET (tomografia
de emision de positrones), v los isttopos '*°l son particularmente Gtiles en SPECT
(tomografia computerizada de emision de un solo foldn), todos Gliles en la formacidn

de imagenes del cerebro. Ademas, la suslitucion con isdlopos mas pesados iales
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como deuterio, es decir, *H, puede proporcionar algunas ventajas terapéuticas que
resuitan de {a mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor vida media in vivo o
menores requisitos de dosificacién, v por o fanto en algunos casos pueden ser
preferidos. Los compuesios isotdpicamenie marcados de férmula (1) se pueden
preparar gensralments llevando a cabo los procedimientos descritos en los siguientes
gjemplos, sustiluyendo un reactivo no marcado isoidpicamente por un reactive

isotdpicamenie marcado facilmente disponible.

Por otre lado, para uso farmaceutico, las sales mencionadas anteriormenie seran
sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen las descritas por Berge, Bighley y Monkhouse, J. Pharm. Sci.,
1977, 66, 1-198. Asi, la expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a
sales preparadas a partir de bases farmacéuticamente aceptables no i6xicas
incluyendo bases inorganicas y bases organicas. Las sales derivadas de bases
inorganicas incluyen sales de aluminio, amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, de
litio, de magnesio, sales manganicas, manganosas, de potasio, de sodio, de cinc vy
similares. Las sales derivadas de bases organicas no idxicas farmacéuticamente
aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas
sustituidas incluidas aminas sustituidas naturales, aminas ciclicas, y resinas de
intercambio idnico basicas, tales como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N'-
dibenciietiiendiamina, disgtilamina, 2-distilaminoetanal, Z2-dimetilaminostanc,
etanclamina, elilendiamina, N-etil-morfclina, N-elilpiperidinag, glucamina, gluccsaming,
histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilgiucamina, morfoling, piperazina,
piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas, teobromina, trigtilamina,
trimetilamina, tripropilaminag, trometamina, v similares. Cuando el compuestic de la
presente invencion es basico, pueden prepararse sales a partir de acidos no t0xicos
farmacéuticamente aceptables, incluyendo acidos inorganicos v organicos. Tales
acidos incluyen el acido acético, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfdnico, citrico,
etanosulfonico, fumarico, gluconico, glutamico, bromhbidrico, clorhidrico, isetidnico,
lactico, maleice, malico, mandsélico, melanosulfdnico, mucico, nilrico, pamoico,

pantoténico, fosférico, succinico, sulfdrico, tartérico, p-toluencsulfdnico y similares.

Los ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceplables incluyen sales de
amonio, calcio, magnesio, potasio vy sodio, v las formadas a partir de acidos maleico,
fumarico, benzoico, ascdrbico, pamoico, succinico, clorhidrico,  sulfirico,

bismetilensalicilico, metanosulfénico, stanodisulfonico, propidnico, tartarico, salicilico,
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citrico, gluconico, aspartico, estedrico, palmitico, itaconico, glicdlico, p-aminchenzoico,

glutamico, bencenosutfonico, ciclohexilsulfamico, fosforico vy nitrico.

Asimismo, los compuestos de formula (1) pueden estar en forma cristalina como
compuestos libres o como solvatos v ambas formas estén dentro del alcance de la
presentie invencion. Los mélodos de solvatacion se conocen generalmente dentro de
la técnica. Los solvatos adecuados son solvatos farmacéuticamente aceptables. En

una realizacién particular, los soivatos son hidratos.

Los compuestos de formula {1} ¢ sus sales o solvalos estan preferiblemente en una
forma farmacéuticamente  aceplable o sustancialmenie pura.  Por  “forma
farmacéuticamente aceptable” se entiende, enfre olros, que lienan un nivel de pureza
farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales ales
como diluventes y portadores, v ne incluyendo material considerado tdxico a niveles
de dosificacion normales. Los niveles de pureza para el principio activo son
preferiblemente superiores al 50%, méas preferiblemente, superiores al 70%, mas
preferiblements, superiores al 90%. En una realizacidon preferida, son superiores al

95% del compuesto de formula (1) ¢ de sus sales, o solvatos.

En una realizacion preferida, el compuesto de formula general (1) se selecciona de ia

lista que comprends:

3-{4-clorofenil)-5-fluoro-2,8"-dioxo-1°,5",8", 7'-teirahidrospirofindolina-3,4"-pirazol[3,4-
blpiridinal-5"-carbonitrilo;

3-{4-clorofenil)-5,5-diflucro-2,6'-dioxo-1',5", 6", 7-tetrahidrospirofindolina-3,4 -
pirazol{3,4-blpiridinal-5"-carbonitrilo;

3-{4-clorofenil}-5-fluoro-2,8'-dioxo-5-nitro-1.,5",6", 7 -tetrahidrospirofindolinag-3,4'™-
pirazol[3,4-blpiridinal-5'-carbonitrilo;

3'-{4-clorofenil}-5'-fluoro-2,6'-dioxo-5-fenii-1',5',6', 7'-{etrahidrospirofindolina-3,4'-
pirazol3,4-blpiridinal-5"-carbonitrilg;

5-cloro-3-{4-clorofenil)-5"-flucro-2,6'-dioxo-1',5",6", 7'-tetrahidrospirofindolina-3,4'-
pirazol[3,4-blpiridinal-5'-carbonitriio;

3-{4-clorofenil}-5’ 6-diftuor-2,6'-dioxo-1°,5',6', 7 -tsirahidrospirolindolina-3,4-pirazolf3,4-
blpiridina}-5"-carbonitrilo;

J-{(d-bromofenil}-&'-flucro-2,6'-dioxo-17,5", 8, 7'-tetrahidrospirolindolina-3,4'-pirazol{ 3,4-

blpiridinal-5-carbonitrilo; v
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3-{4-bromaofenil)-5',6-difluore-2,6-dioxo-1,5",6", 7-tetrahidrospirofindolina-3,4'-

pirazol{3,4-blpiridinal-5'-carbonitrilo.

Otro aspecio de la invencion es una composicion farmacéutica gue comprende un
compuesto de formula {1}, sus isémeros, sales o sdlvalos farmacéuticamente
acepiables. En una reglizacion preferida la composicién farmacéutica comprende

ademas al menos un vehiculo farmacéuticamente aceplable.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante ¢ excipiente con el que se
administra el principio activo. Tales vehiculos farmacéuticos puesden ser lHguidos
estériles, tales como agua v aceiles, incluyendo aguellos de origen del petrdleo,
animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, acsite de soja, aceite
mingral, aceile de sésamo vy similares. Se emplean preferiblemente como vehiculos
agua o discluciones acuosas de solucién salina v disoluciones acuosas de dextrosa vy
glicerol, particularmente para las disoluciones invectables. Vehiculos farmacéuticos
adecuados se describen en "Reminglon’s Pharmaceutical Sciences” por E. W. Mariin,
1885, Preferiblements, los vehiculos de la invencion estéan aprobados por la agencia
reguladora de un gobierno de estado o un goblemno Tederal, o estan enumerados en la
Farmacopea Estadounidense, en la Farmacopea Europea u olra farmacopea

reconocida en general para su uso en animales, v mas particularmenie en humanos.

Los compuesios v composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden ser
empleados solos o junto con olros farmacos o principios activos para proporcionar una
terapia combinada. Los otros farmacos o principios aclivos pueden formar parie de la
misma composicion farmacautica, © ser proporcionados como una COMPosicion
farmacéutica separada, para su administracidn al mismo tlempoe ¢ en un momento
diferente. Ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen cualguier composicion
sélida {comprimidos, pildoras, capsuilas, granulos, efc) o liquida (disoluciones,

suspensiones o emulsiones) para la administracidn oral, 1opica ¢ parenteral.

En una realizacion preferida, la invencion se refiere al uso de un compuesto de
férmula (1) segin se ha definido anteriormente, o un fautdmero, profarmaco, sal o
solvato farmacéuticamente acepiable, o de una composicion farmacéutica que
contenga al menos un compuesto de formula {1}, seglin se ha definido anteriorments,
para la fabricacién de un medicamento, preferiblemente para la prevencion o el

fratamiento de enfermedades relacionadas con la aclivacién de AMPK, v aln mas

11



10

15

20

25

30

35

ES 2 623 082 Al

preferentemente para el firatamientoc o© la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias, autoinmunes, neurolégicas, sindrome metabdlico v

cancer.

En ofra realizacion preferida, 1a presante invencion se refiere al uso de un compusasic
de férmula (1) segin se ha definido anteriormente, ¢ un tautdmero, profarmaco, sal ¢
solvato farmacéuticamente aceplable, ¢ de una composicion farmacéutica que
contenga al menos un compuesio de formula (1), segun se ha definido anteriormente,
para la fabricacion de un medicamento para el tralamiento de diabetes de tipo 1 vy 2,
obesidad, inflamacion, dislipidemia, hipertension, hiperglucemia,
hipertriglicerimidemia, resistencia a la insulina, epilepsia v enfermedades de

Krabbe/Twitcher, Alzhéimer, Parkinson v Huntington.

En ofra realizacion preferida, la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto
de farmula (1) seglin se ha definido anteriormente, o un tauldmero, profarmaco, sal o
solvato farmacéuticamente aceplable, ¢ de una composicion farmacéuiica gue
contenga al menos un compussto de formula {1), segiin se ha definido anteriormente,
para la fabricacion de un medicamento para el tralamiento de diabetes de tipo 1 y tipo
2.

En ofra realizacion preferida, 1a presante invencion se refiere al uso de un compusasic
de formula (1), segin se ha definido anteriormente, o un tautdmero, profarmaco, sal o
solvato farmacéuticamente aceplable, ¢ de una composicion farmacéutica que
contenga al menos un compuesto de formula (1), segin se ha definido anteriormente,

para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la epilepsia.

En ofra realizacion preferida, la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto
de férmula (1) segun se ha definido anteriormente, o un tautdmero, profarmaco, sal ©
solvato farmaceuticamente aceptable, ¢ de una composicion farmacéutica que
contenga al menos un compuesto de fBrmula (), segun se ha definido anteriormente,
para la fabricacion de un medicamenio para el fratamiento de la enfermedad de
Krabbe/Twitcher.

En ofra realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto
de férmula (1) segun se ha definido anteriormente, ¢ un tautdmero, profarmaco, sal ©

solvato farmaceuticamenie aceptable, ¢ de una composicidn farmacéutica que
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contenga al menos un compussto de formula {1), segiin se ha definido anteriormente,
para la fabricacion de un medicamentio para el ratamiento de las enfermedades de

Alzhéimer, FParkinson y Huntington.

En una realizacién mas preferida, la presente invencién se refiere al uso de un
compuesto de férmula (i) segun se ha definido antericimente, © un tautdmero,
profarmaco, sal o solvato farmacéulicamente aceptable, o de una composicidn
farmacéutica gue contenga al menos un compuesto de formula (1), segin se ha
definido anteriormente, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento dal

cancer de prostata y de mama.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de tratamienio de un trasiorno ¢
enfermedad relacionadas con la activacion de AMPK, preferentemente seleccionado
entre el sindrome metabdlico v las enfermedades inflamatorias, autcinmunes,
cardiovasculares, neuroldgicas v el cancer, y mas prefereniemente diabetes de tipo 1
y 2, hiperglucemia, obesidad, inflamacion, epilepsia, cancer de prdstata, cancer de
mama Yy las enfermedades de Krabbe/Twitcher Alzhéimer, Parkinson y Huntington,
gue comprende adminisirar a un sujetc el compuesic de fa invencion en una cantidad
ferapduticamente efectiva, o una composicidn farmacéutica de la invencion que

comprenda el compuesto de ia invencidon en una cantidad terapéuticaments efectiva.

La caniidad de compuesic de la invencidn, sus isdomeros, sales o solvatos
farmacéuticaments  aceptables del mismo, terapéulicamente eficaz gue debe
adminisirarse (también referida en la presente descripcién como  cantidad
terapéuticamente eficaz ¢ efectiva), asi como su dosificacion para tratar un estado
patoiGgico con dichos compussios, dependera de numerosos factores, entre los gue
se encuentra la edad, el estado del paciente, la severidad de la enfermedad, laruta y

frecuencia de administracion, el compuesio modulador g ulilizar, efc.

Otro aspecto de la invencidn se refisre a un procedimiento de obtencion de los

compuestos de formula general (1) gue comprende los siguientes pasos:

(a) reaccion de condensacion enire compuesto de formula () v un compuesto NH,-
NHR;
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donde R, v R; estan definidos anteriorments;

{b) reaccion de condensacidn del compuesto de formula (1Y)

5
Y

con el compuesto oblenido en el paso {(a) de formula (1) durante 12-24 horas a 60-

120°C
10

donde R4-Rs estan definidos anteriormente; y

(¢} reaccion del compuesio obtenido en el paso (b) de formula (la) con un agente
18 halogenante
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donde R+-R; estan definidos anteriormentea.

En un Giimo aspecto, la presente invencién se refiere a los compuestos de férmula
general (la) o sus isdmeros, sales ¢ solvatos farmacéuticamente aceplables

correspondientes

en ia gue R-Rs estan definidos antericrmente, con la condicién de que cuando Ry es

hidrégeno R4 no es hidrdgeno.

A lo large de la descripcién vy las reivindicaciones la palabra "comprende” vy sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas iécnicas, aditivos, componentes ¢
pasos. Para los experios en la materia, otros objetos, veniajas v caracleristicas de la
invencién se desprenderan en parie de la descripcion v en parte de la practica de la
invencidn. Los siguientes sjemplos v figuras se proporcionan a modo de ilustracion, v

no se pretende gue sean limitativos de la presents invencion.

15



10

15

20

25

30

35

ES 2 623 082 Al

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Efecto de activacidn de AMPK del compuesto 1. Ejemplo del anslisis de
Western Blot gue musstra que el compuestio 1 activa AMPK de una manera dosis
dependiente. Este sfecic se confirma por el aumenic de fosforilacidn también
dependiente de dosis de su sustralo ACC, en un rango de concentraciones
comprendido entre 7,5 — 120 uM. Las células Hek293 son tratadas con 30 ug del
compuesto 1 durante 1 hora. Las células lisadas son analizadas mediante Westam
Blot usando anti-phosphoThr172 AMPK alfa, anti-AMPKb1 {usado como control de
carga), anfi-phosphoSer79ACC y anti-ACC (usado como control de carga). Los

marcadores moleculares de peso estan indicados a la derecha de la figura.

FIG. 2. Efeclo de activacion de AMPK de los compuestos 11 y 13. Ejemplo del analisis
de Western Blol gue muestra que los compuestos 11 y 13 activan AMPK de una
manera dosis dependienie. Este efecio se confirma por el aumento de Tosforilacion
también dependiente de dosis de su sustratoc ACC, en un rango de concentraciones
comprendido enire 5 — 100 uM. Las células Hek283 son tratadas con 30 ug de los
compuestos 11 y 13 durante 1 hora. Las células lisadas son analizadas mediante
Western Blot usando anti-phosphoThri72 AMPK aifa, anti-AMPKDb1 (usado como
conirol de carga), anti-phosphoSer7BACC v anti-ACC (usado como control de carga).

Los marcadores moleculares de peso estan indicados a la derecha de Ia figura.

FIG. 3. Efecto de aclivacién de AMPK del compuesio 12. Ejemplo del analisis de
Western Blot gue muesira que el compuesto 12 acliva AMPK de una manera dosis
dependiente. Este sfectn se confirma por e aumento de fosforilacion también
dependiente de dosis de su sustrato ACC, en un rango de conceniraciones
comprendido entre 5 — 100 uyM. Las células Hek293 son tratadas con 30 pg del
compuesio 12 durante 1 hora. Las células lisadas son analizadas mediante Wastermn
Biot usando anti-phosphoThri72 AMPK alfa, anti-AMPKb1 {usado como control de
carga), anti-phosphoSer78ACC vy anti-ACC (usado como conirol de carga). Los

marcadores moleculares de peso estan indicados a la derecha de la figura.
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FiG. 4. Efecio de aclivacion de AMPK del compussio 15. Ejemplc del analisis de
Western Blot gue muestra que el compuesto 15 activa AMPK de una manera dosis
dependiente. Este efecto se confirma por el aumento de fosforilacion lambign
dependiente de dosis de su susirato ACC, en un rango de conceniraciones
comprendido entre 5 — 50 uM. Las células Hek283 son tratadas con 30 ug del
compuesto 15 duranie 1 hora. Las células lisadas son analizadas mediante Weslem
Biot usando anili-phosphoThr172 AMPK alfa, anti-AMPKDL1 {usado como control de
carga), anti-phosphoSer78ACC vy anti-ACC {(usado como conirol de carga). Los

marcadores moleculares de peso estan indicados a la derecha de la figura.

EJEMPLOS

A continuacidén se ilustrard la invencidon mediante unos ensayos realizados por los

inventorss, que ponen de manifiesto la efectividad del producio de la invencion.

Eempio 1
FProcedimiento general de sintesis de los compuestos de formula general ()

Los compuestos de fdrmula general () fueron sintetizados de acuerdo con a ruta

sintética que se recoge en el siguients esquema de reaccion:

a} Hidrazina {(leq.), EIOH, 12h; b) Ciancacetato de etilo (1 eq.), cal., agua,
a0 °C, 12h; ¢} Selectfiuor {2 eq.), MeCH, 3h

Procedimiento general de sintesis de 5-amino-3-fenil-1 H-pirazoles (i}
A una disolucion del correspondiente benzoilacetonitriie {100 mg, 1 eq.) en 10 ml de
EiOH a reflujo se afade la correspondiente hidrazina (1,5 eq.). La mezcia se deja

agitar a reflujo una noche. Una vez terminada la reaccidn, se elimina el disclvente a

17



10

15

20

25

30

35

ES 2 623 082 Al

presion reducida vy el residuc seco se tritura en ELC, apareciendo un precipifado gue

se filtra, se lava con ELQ frio v se deja secar al aire.

3-amino-5-(4-clorofenil)-TH-pirazol (11i-1)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 5-amino-3-fenil-1H-pirazoles, se
obtienen 150 mg (66 %) de un sdlido blanco. B.f. 169 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-
ds} & {ppm): 7,65 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H2"), 7,40 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H3'), 5,73 (s, 1H,
H4), 4,80 (s, 2H, NH,). HPLC: 5= 4,40 (98,9%). EM (ES, modo positivo) m/z 194,0
[M+H]

3-amino-5-(4-bromofenil)-1H-pirazol (1i-2)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 5-amino-3-fenil-1H-pirazoles, se
obtienen 74 mg (71 %) de un sélido blanco. P, 160 — 162 °C 'H RMN (300 MHz,
DMSO-dg} 8 {ppm): 11,72 (s, 1H, NH), 7,85 {m, 4H, H-Ar), 5,73 (s, 1H, H4), 4,89 (s,
2H, NH,). HPLC: {z= 2,98 (89,8%). EM (ES, modo positivo) m/z 239,8 [M]"

Frocedimiento general de siniesis de  2,6-dioxo-3-fenil-1°,5",6",7’-
tetrahidrospiro{indoling-3,4’-pirazol{3 4-blpiridina}-5’-carbonitrilos {ia}

Se suspende la correspondiente isatina (1 £q.) en agua (0,05 ml/mg) v a la mezcla se
afade cianoacetato de glilo (1 eq.) v el catalizador indicado en cada caso, agitandose
a 80 °C durante 1 h. Transcurrido este tiempo, s¢ afade el correspondiente 3-aminoc-
5-fenil-pirazol (1 eq), vy se agita una noche a 90 °C. Una vez finalizada ia reaccién, el

crudo se purifica segun el procedimiento indicado en cada caso.

3-(4-clorofenil)-2,6-dioxo-1',5',6", 7-tetrahidrospirofindolina-3,4 -pirazolf3,4-bjpiridinaj-
5-carbonitrilo (a-1)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxe-3'-fenil-1.,5°.6",7-
tetrahidrospiro{indolina-3,4'-pirazol[3,4- bipiridina}-5’-carbonitrilos, se partio de 340 myg
de isatina, 581,94 mg de 3-amino-5-{4-clorofenil)-1H-pirazol y trigtilamina (10 %mol)
como catalizador. Una vez finalizada la reaccion, el crudo se deja enfriar a ta.,
apareciendo un precipitado marrdn que se filtra y lava con agua v ELO, obleniéndose
666 mg (75 %) de un solido marron. P > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO0-d6) &
(ppm) 12,82 {s, 1H, NH), 12,79 (s, 1H, NH), 11,44 (s, 1H, NH}, 11,18 {s, 1H, NH),
11,02 {s, 1H, NH), 10,85 (s, 1H, NH), 7,44 — 7,28 {m, 1H), 7,17 - 6,76 (m, 8H, H-Ar},
6,73 -6,61( J=75Hz 1H), 5,38 - 5,25 (s, 1H, HE’), 4,96 — 4,89 (s, 1H, H5'). HPLC
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(H,0 15 > 95 % MeCN, 0,2% HCOOH durante 10 min): == 7,44 (99,9 %). EM (ES,
modo positivo): m/z 380,4 [M+H"].

3-(4-clorofenil}-5-fluoro-2,6 -dioxo-1',5',6", 7 -tetrahidrospirofindolina-3,4 -pirazolf3,4-
blpyridinal-5'-carbonitriio {la-2)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxe-3'-fenil-1,5",6",7-
tetrahidrospirof{indolina-3,4’-pirazoll3,4- bipiridinal-5’-carbonitrilos, se partic de 200 mg
de 5-fluoroisating, 234,53 mg de 3-amino-5-(4-clorofenil)-1Hpirazol v acido acético
(40 %mol) como catalizador. Una vez finalizada la reaccion, el crudo se deja enfriar a
t.a. Se fillra e precipitado resultante, se lava con agua vy se deja secar, obteniéndose
290 mg (58 %) de un sélido marrén. PL. > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) &
(ppm): 12,87 (s, 1H), 12,84 (s, 1H), 11,45 (s, 1H), 11,25 (s, 1H), 11,06 (s, 1H), 11,00
(s, 1H), 7,68 — 6,85 (m, 9H, H-Ar), 5,38 (s, 1H, HE'), 4,97 (s, 1H, HE"} HPLC: i7= 3,80
(85 %). EM (ES, modo positivo): m/z 407,8 [M+H"].

3-{4-ciorofeni}-2,6 -dioxo-5-nitro-1', 5", 8", 7"-tetrahidrospirofindolina-3,4 -pirazoif3,4-
blpiridina]-5'-carbonitrilo {1a-3)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxo-3-fenil-1',5°.68°,7-
tetrahidrospirof{indolina-3,4’-pirazol|3,4- bipiridinal-&'-carbonitrilos, se partid de 200 mg
de 5-nitroisatina, 187,53 mg de 3-aminoc-5-{4-clorofenii)-1H-pirazol y trietitamina (40
Y%mol) como catalizador. Una vez finglizada la reaccion, se eliming parte del
disolvenie a presidn reducida hasta dejar un volumen aproximadamente igual a la
mitad del inicial. Al enfriar a 1.a., se observa la aparicion de un precipitado gue se filtra
y lava con agua y DCM, obteniéndose 140 mg (31 %) de un solido rojo. PE. > 350 °C.
'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 13,05 (s, 1H), 12,81 (s, 1H), 11,76 (s, 1H),
11,67 (s, 1H), 11,60 (s, 1H), 11,33 (s, 1H), §,34 — 6,81 (m, OH}, 5,62 (s, 1H, HE"), 5,11
(s, 1H, H5"). HPLC: t;= 3,80 (97 %). EM (ES, modo positivo): m/z 435,4 [M+H"].

3-(4-clorofenil}-2,6'-dioxo-8-fenil- 1,56, 7-telrahidrospirofindolina-3,4 -pirazolf3,4-
bipiridina]-5'-carbonitrilo {(1a-4)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxe-3'-fenil-1°,5,6",7-
tetrahidrospiro{indoling-3,4’-pirazol[ 3,4~ blpiridinal-5’-carbonitrilos, se partid de 35 mg
de 5-fenilisatina, 30,36 mg de 3-amino-5-{4-clorofenit)-1 Hepirazol v acido acético (10

Y%mol} como catalizador. Una vez finalizada la reaccion, se elimina parle dsl
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disolvente a presidn reducida hasta dejar un volumen aproximadamente igual a la
mitad del inicial. Se deja enfriar a2 L.a y el sdlido resultante se fillra vy se lava con agua y
DCM, obteniéndose 21 mg (25 %) de un sdlido blanco. Pf. > 350 °C. "H RMN (300
MHz, DMSO-d6) & (ppm): 12,96 (s, 1H), 12,83 (s, 1H), 11,45 (s, 1H) 11,23 (s, 1H),
11,03 (s, 1H), 7,36 — 6,86 {m, 14H, H-Ar}, 5,40 (s, 1H, H5'), 4,86 (s, 1H, HE"). HPLC:
t= 4,36 (96%). EM (ES, modo positivo): m/z 465,86 [M+H"].

5-cloro-3"-(4-clorofenil)-2, &-dioxo- 156", 7'-fefrahidrospirofindolina-3,4-pirazoi[3,4-
bipiridinal-5'-carbonitrilo (1a-5)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6'-dioxo-3-fenil-1',5.,6",7-
tetrahidrospiro{indolina-3,4’-pirazol[3,4- Hlpiridina}-5’-carbonitrilos, se partié de 200 mg
de 5-cloroisating, 213,27 mg de 3-amino-5-(4-clorofenily-1 H-pirazol y acido acético (40
Y%mol) como catalizador. Una vez finalizada 1a reaccion, se elimina el disclvente a
presion reducida v el residuo se purifica mediante cromatografia en columna sobre gel
de silice (acstato de etilo: hexano), obteniéndose 80 mg (17 %) de un sdlido blanco.
Pf. > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMS0-d6) & (ppm): 10,36 (s, 1H), 10,14 (s, 1H),
10,10 {s, 1H), 8,88 (s, 1H), 7,58 — 6,88 (m, 14H, H-Ar), 5,00 (s, 1H, H5"), 4,73 (s, 1H,
H5"). HPLC: = 3,98 (98 %). EM (ES, modo positivo): m/z 424,4 [M™].

3-{4-ciorofenil}-6-fiuor-2,6 -dioxo-1',5",6", 7"-tetrahidrospirofindolina-3,4 -pirazolf 3, 4-
blpiridina]-5'-carbonitrilo {1a-6)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxo-3-fenil-1',5".68,7-
tetrahidrospiro{indolina-3,4’-pirazcl| 3,4-blpiridinal-&'-carbonitrilos, se partid de 80 mg
de 6-fluoroisatina, 66,97 mg de 3-amino-5-(4-clorofenil)-1H-pirazol y piperidina (10
Y%emol) como calalizador. Una vez finalizada la reaccidn, el crudo se purifica mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (acetato de stilo: hexano), obteniéndose
50 mg (38 %) de un sdiido blanco. PL > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) &
(ppm): 12,95 (s, 1H), 12,83 (s, 1H), 11,47 (s, 1H), 11,23 (s, 1H), 11,20 (s, 1H), 11,13
(s, 1H), 7,45 — 6,48 (m, 14H, H-Ar), 5,39 (s, 1H, H5), 4,85 (s, 1H, HE"). HPLC: {z=
3,86 (96 %). EM (ES, modo positivo): m/z 408,3 [M+H"L

3-{4-bromofenil)-2,6-dioxo-1'5",8", 7 -tetrahidrospirofindolina-3,4"-pirazolf3,4-bjpiridinaj-

5-carbonitrilo (la-7)
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Sigulendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxo-3-fenil-1',5,6",7-
tetrahidrospiro{indolina-3,4’-pirazol{ 3,4-blpiridinal-&'-carbonitrilos, se partid de 200 mg
de isalina, 317 mg de 3-amino-5-(4-bromofenil}-1H-pirazol v piperidina (10 %mol)
como catalizador. Una vez finalizada la reaccion, el crudo se purifica mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice {(acetato de elilo: hexano), obteniéndose
336 mg (57 %) de un sdlido beige. PL > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) &
(ppm): 12,95 (s, 1H), 12,81 (s, 1H), 11,20 (s, 1H), 11,04 (s, 1H), 10,95 (s, 1H), 10,44
(s, TH), 7,55 — 6,75 {m, 10H, H-Ar), 6,50 — 6,46 (I, J = 7,29 Hz, 4H), 5,34 (s, 1H, H5H"),
4,92 (s, 1H, HE"). HPLC (H,0 15 - 95 % MeCN, 0,2% HCCOH durante 10 min): 5=
7.44 (99,9 %). EM (ES, modo positivo): m/z 380,0 [M+H"]L

3-{4-bromofenil)-6-fiioro-2,6 -dioxo-1',5" 8", 7 -tetrahidrospirofindoiina-3,4 -pirazolf3,4-
blpiridina]-5'-carbonitrilo {(1a-8)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,6-dioxe-3'-fenil-1°,5,6",7-
tetrahidrospirof{indolinag-3,4’-pirazoll3,4- bipiridina}-5’-carbonitrilos, se partic de 100 mg
de o-fluoroisatina, 144,19 mg de 3-amino-5-{(4-bromofenil)-1 H-pirazol v acido acético
(40 %mol) como catalizador. Una vez finalizada la reaccion, el crudo se deja enfriar a
t.a. Se filtra e precipitado marrén resultante, se lava con agua v se deja secar,
obteniéndose 158 mg (58 %) de un sélido marrén. P > 350 °C. 'H RMN (300 MHz,
DMSQ-dB) & (ppm): 12,97 (s, 1H), 12,84 (s, 1H), 11,45 (s, 1H), 11,25 (s, 1H), 11,08 (s,
1H}, 11,00 (s, 1H), 7,68 — 6,85 {m, 9H), 5,38 (s, TH, HE’}, 4,97 (s, 1H, HE). HPLC: i=
3,92 (98%). EM (ES, modo positivo) m/z 454,1 [M+2H"].

Procedimiento general de sintesis de 5-fluoro-2,6-dioxo-3-fenil-1,5",6",7~
tetrahidrospiro{indolina-3,4’-pirazol3,4-bipiridinal-5"-carbonitrilos (i)

Se disuelven en un matraz el derivado de 2,6-dioxo-3-fenil-1.,5.6",7-
fetrahidrospiro{indolina-3,4 -pirazol[3,4-bjpiridina}-5"-carbonitrilo correspondiente (1
eq.) ¥ Selectfluor (2 eq.) en MeOH v se agita a reflujo durante 3 h. Una vez finalizada
la reaccion, se elimina el disolvente a presion reducida. El residuo se filtra sobre gel
de silice (DCM:MeOH 10:1) para eliminar los restos inorganicos vy el producto final se
separa en sus pargjas diastersoméricas mediante HPLGC semipreparativo realizados
con una columna Sunfire C18 de tamaiio de particula 5 micras y de dimensiones

19x150 mm, usando el gradiente de elucidn indicado en cada caso.

3-(4-clorofenil}-5 -fluoro-2,6-dioxo- 156", 7-telrahidrospirofindolina-3,4-pirazol[ 3, 4-
bipiridina]-5'-carbonitrilo (Compusstos 1 y 2)
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Sigulendo e procedimientc general de sintesis de 5-fluore-2,6'-dioxe-3'-fenil-
1.5.6. 7 -tetrahidrospiro{indoling-3,4 -pirazoi[ 3, 4- Ylpiridina}-5’-carbonitrilos, se partid
de 200 mg de la-1 y 181,2 mg de Selectfluor, obteniéndose 80 mg (29 %) de un sdlido
blanco. El producto final se separa en sus parejas diastereoméricas medianie HPLC
semipreparativo usando un gradiente de elucion isocratico HO-MeCN 31%-68%,
0,1% HCOQOH duranite 60 min.

Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 408,2
M+H"L

1
HBLC (Isocratico HO-MeCN 31-69 %, (,1%
HCOOH durante 80 min): 15= 38,62 (88,9%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 408,2
M+H".

2

HPLC (Isocrdtico HO-MeCN 31-69%, 0,1%
HCOOH durante 60 min}: i5= 41,47 (85,9%).

1: Resultaron 12,5 mg (6 %). PL > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm):
723 (1 J=7.8Hz, 1H, H4), 712 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H3"), 6,83 {{, J= 7,70 Hz, 2H, H5,
HB), 6,82 (d, J = 8,17 Hz, 2H, H2"), 6,70 (t, J = 7,63 Hz, 1H, H7). HPLC (Isocratico
HO-MeCN 31-68 %, (,1% HCOOH durante 60 min): tz= 38,62 (99,9%). MS (ES+):
MS (ES, modo positivo): m/z 408,2 [M+H"]. 2: Resultaron 4 mg (2 %). Pf. > 350 °C. 'H
RMN (300 MHz, DMS0-d6) & {(ppm): 7,26 (1, J= 7,5 Hz, 1H, H4), 7,19 (d, J = 8,4 Hz,
2H, H3"), 8,98 (d, J= 7,9 Hz, 1H, HB), 6,87 (d, J = §,4 Hz, 3H, H2", H5), 6,76 {1, J =
7.6 Hz, 1H, H7). HPLC (Isocratico HO0-MeCN 31-69%, 0,1% HCOOH durante 60
min): t5= 41,47 (99,9%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 408,2 [M+H"].

3-{4-clorofenil}-5,5-diffuoro-2,6-dioxo-1',5',6', 7-tetrahidrospirofindolina-3,4 -
pirazolf3,4-bjpiridina]-5'-carbonitrilo (Compuestos 3 y 4)

Sigulendo e procedimientc general de sintesis de 5-fluore-2,6'-dioxe-3'-fenil-
1.5.6. 7 -tetrahidrospiro{indoling-3,4 -pirazoi[ 3, 4- Ylpiridina}-5’-carbonitrilos, se partid
de 50 mg de 1a-2 v 86,87 mg de Selectfluor, obteniéndose 40 mg (77 %) de un sirope

marron. El producto final se separa en sus parejas diastereoméricas medianie HPLC
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semipreparative usando un gradiente de elucion isocratico H,O-MeCN 31%-69%,
0,1% HCOOH duranis 40 min.

Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES+): MS (ES, modo positive): m/z426,4
M+H".

3
HPLC (Isocratico H,O-MeCN 31-68 %, 0,1%
HCOOH durante 60 min): Iz= 31,39 (99,9 %).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 426,4
M+H].

4

HPLC (isocratico HO-MeCN 31-69 %, 0,1%
HCOOCH durante 60 min}: ig= 36,34 (59,9 %).

3: P > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 3 {(ppm): 12,94 (s, 1H, NH), 11,51 (s,
1H, NH), 7,20 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H3"), 7,12 (id, J = 8,1, 2,8 Hz, 1H, H7), 6,86 (dd, J =
8,7, 4,4 Hz, 1H, H4), 6,88 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H2"}, 6,69 (dd, J = 8,2, 2,7 Hz, 1H, HB).
HPLC {Isccratico H,O-MeCN 31-89 %, 0,1% HCOOH durante 80 min): fz= 31,39 (88,9
%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo), m/z 426,4 [M+H™]. 4: PE > 350 °C. 'H RMN
(300 MHz, DMS0-dB) & (ppm): 13,12 (s, 1H, NH), 11,98 (s, 1H, NH), 11,44 (s, 1H,
NHY, 7,24 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H3"), 7,14 (1d, J= 8,5, 2,3 Hz, 1H, H7), 7,00 (dd, J = §,6,
4.4 Hz, 1H, H4), 6,91 {d, J = 8,4 Hz, 2H, HZ"), 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H, HE). HPLC
{Isocratico H,O-MeCN 31-69 %, 0,1% HCOOH durante 60 min): fz= 36,34 (89,9 %).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): mvz 426,4 [M+H"].
3-{4-clorofenil}-5-diffucro-5-nitro-2,6-dioxo-1',5",6', 7 -lelrahidrospirofindolina-3,4"-

pirazolf3,4-bjpiridina]-5'-carbonitrilo (Compuestos 5 y 6)

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de &-fiuoro-2,6-dioxo-3-fenil-
1.5".6", 7 -tetrahidrospiro{indolina-3,4"-pirazol[3,4- blpiridina}-5’-carbonitrilos, se  partié
de 50 mg de 1a-3 v 81,48 mg de Selectluor, obteniéndose 40 mg (77 %) de un sirope
narania. El producto final se separa en sus parejas diasiereoméricas mediante HPLC
semipreparativo usando un gradiente de elucion isocratico H,O-MeCN 33%-70%,
0,1% HCOOH durante 60 min.

a3




ES 2 623 082 Al

Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES+): MS (ES, modo positivo). m/z 453,3
M+H].

5
HPLC (Isocratico HO-MeCN 30-70 %, 0,1%
HCOCH durante 60 min): tz= 32,41 (99,9%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 453,3
M+H"].

6

HPLC (Isocrdtico H,O-MeCN 30-70 %, 0,1%
HCOOH durante 680 min): 5= 36,74 (99,9%).

§: Resultaron 4 mg (8 %). Pf. > 350 °C. 'H BMN (300 MHz, DMSO-d8) & (ppm): 13,22
(s, TH, NH), 12,27 (s, 1H, NH), 8,24 (dd, J = 8,1, 1,5 Hz, 1H, H4), 7,54 (s, 1H, H1),
7,21(d, J= 8,4 Hz, 2H, H3”), 7,05 (m, 1H, H7), 6,92 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H2"), 6,55 (m,
1H, H8). HPLC (isocratico HO-MeCN 30-70 %, 0,1% HCOOH duranie 80 min): =
32,41 (99,9%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 453,3 [M+H']. 8: Resultaron 2
mg {4 %). Pf. > 350 °C. 'H BMN (300 MHz, DMSO-d6) 8 (ppm): 12,86 (s, 1H, NH),
11,65 (s, 1H, NH) 8,85 (dd, J = 8,1, 1,56 Hz, 1H, H4), 7,68 (s, 1H, H1), 7,32 (d, J = 8,4
Hz, 2H, H3”), 7,28 (m, 1H, H7), 6,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H2"), 6,77 {m, 1H, HB). HPLC
{Isocratico HO-MeCN 30-70 %, 0,1% HCOOH durante 60 min): Ip= 38,74 (899,8%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 453,3 [M+H"].

3-{4-clorofenil)-&5-fluorc-2,6'-dioxo-5-fenil-1.,5',6', 7'-tetrahidrospirofindolina-3,4'-
pirazolf3,4-blpiridinal-5'-carbonitrilo (Compuestos 7 y 8)

Siguiendo e procedimiento general de sintesis de  5-fluore-2,6-dioxo-3-fenil-
1.5",6', 7 -telrahidrospiro{indolina-3,4"-pirazci[3,4-blpiridina}-&'-carbonitrilos, se partié
de 50 mg de la-4 vy 76,04 mg de Selectfluor, obleniéndose 50 mg (97 %) de un aceite
naranja. El producto final se separa en sus parejas diastereoméricas mediante HPLC
semipreparative usando un gradiente de elucion isocratico HO-MeCN 40%-60%,
0,1% HCOOH durante 60 min.
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Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES+): MS (ES, modo positive): m/z484,2
IM+H"T.

7
HPLC (Isocratico H,O-MeCN 40-80 %, 0,1%
HCGOH durante 60 min): {z= 22,73 (99,9%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 484,2
IM+H"].

8

HPLC (Isocratico HyO-MeCN 40-60 %, 0,1%
HCOOCH durante 60 min): = 25,31 (88,9%).

7: Resultaron 4 mg (8 %). Pf. > 350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSC-d6) S {(ppm): 13,21
(s, TH, NH), 11,40 (s, 1H, NH), 7,47 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H4), 7,41 - 7,25 (m, 3H, H3",
H7), 7,08 (dd, J = 17,8, 8,8 Hz, 6H, Ph, H8), 6,88 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H2"). HPLC
{lsocratico H,O-MeCN 40-80 %, 0,1% HCOOH durante 80 min): {z= 22,73 {89,9%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): nvz 484,2 [M+H'L. 8: Resultaron 2 mg (4 %). PL >
350 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d8) & (ppm); 13,65 (s, 1H, NH), 11,35 (s, 1H, NH),
7,88 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H4}, 7,61 - 7,40 (m, 3H, H3”, H7), 7,12 (dd, J = 17,8, 8,8 Hz,
6H, Ph, HE), 6,69 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H2"). HPLC (Isocratico H,O-MeCN 40-60 %,
0,1% HCOOH durante 80 min): = 25,31 (99,9%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo):
nm/z 4842 [M+H'L

5-cloro-3*-{4-clorofenil)-5-fluoro-2,6-dioxo-1.,5',6', 7-telrahidrogpirofindolina-3,4'-
pirazolf3,4-blpiridina]-5'-carbonitrilo {Compuestos 8 y 10}

Siguiendo el procedimiento general de sintesis de 5-fluore-2,6-dioxoe-3'-fenil-
1.,5°,6', 7-tetrahidrospirofindolina-3,4"-pirazoi[3,4-blpiridina}-5’-carbonitrilos, se partié
de 80 mg de la-5 y 100,2 mg de Selectfluor, obieniéndose 80 myg {98 %) de un acsite
narania. El producto final se separa en sus parejas diasiereoméricas mediante HPLC
semipreparativo usando un gradiente de elucion isocratico H,O-MeCN 36%-64%,
0,1% HCOQOH durante 60 min.
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Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

T
MS (ES+): M8 (ES, modo positivo), n/z 4434

7 \HN == )
9 o= ﬁ}*cs (M#H.
P E N HPLC (Isocratico H,O-MeCN 36-84 %, 0,1%

N i F
N Eif/%o HCOOH durante 60 min): f5= 21,83 (88,8%).

? MS (ES+): MS (ES, modo positive): m/z 443 4
7 = M+
“:;:) i ©~Ci i

HPLC (isocratico H,O-MeCN 36-64 %, 0,1%
HCOCH durante 60 min): t5= 25,42 (99,8%).

10

@: Resultaron 4 mg (6 %). Pf > 350 °C. "H RMN (300 MHz, DMSO0-d6) & (ppm): 13,24
(s, 1H, NH), 11,84 (s, 1H, NH), 11,38 (s, 1H, NH), 7,31 (dd, J = 8,4, 2,2 Hz, 1H, H6),
7,20 (d, J = 84 Hz, 2H, H3"), 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H7), 6,88 (d, J = 8,5 Hz, 2H,
H2™M, 6,79 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H4). HPLC (Isocratico HO-MeCN 36-64 %, C,1%
HCOOH durante 60 min): fz= 21,83 (99,9%). M8 (ES+): M8 (ES, modo positive): mvz
4434 [M+H'1. 10: Resultaron 4 mg (68 %). Pf. > 350 °C. "H RMN (300 MHz, DMSO-
de) & {ppm): 13,16 (s, 1H, NH), 12,10 (s, 1H, NH), 11,57 (s, 1H, NH}, 7,34 (dd, J = 8,4,
1,8 Hz, 1H, H6), 7,25 (d, J= 8,5 Hz, 1H, H7), 7,01 (d, J=84 Hz, 2H, H3"), 6,90 (d, J=
8,4 Hz, 2H, H2"), 6,81 (s, 1H, H4). HPLC (Isccratico HO-MeCN 38-64 %, 0,1%
HCOOH durante 60 min): {z= 25,42 (85,8%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z
443,4 [M+H".

J-(4-clorofenil)-&° 6-difluor-2,6'-dioxo-1'. 56", 7 -lelrahidrospirofindoiina-3,4 -pirazolf3, 4-
bipiridinal-5'-carbonitrilo (Compuestos 11 y 12)

Se disuelven en un matraz {a-8 (50 mg, 0,123 mmol) y Selectfluor (86,87 mg, 0,246
mmol) en unos 50 mL de MeOH y se agita a reflujo duranie 2 h. Una vez finalizada la
reaccion, se elimina el disolvente a presitén reducida vy el residuo se purifica por
cromatografia en columna sobre gel de silice {acetato de elilothexano), obteniéndose
12 mg (23 %) de un sdlido blanco. El producto final se separa en sus parejas
diastereoméricas mediante HPLC semipreparativo usando un gradiente de slucion
isocratico HO-MeCN 33%-67%, (,1% HCOOH durante 60 min.
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Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z425.6
IM+H"].

11
HPLC (Isocratico H,O-MeCN 33-67 %, 0,1%
HCOCH durante 80 min): tz= 38,27 (99,8%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 4256
M+H"L

1 [ 1

HPLC (Isocratico H,O-MeCN 33-67 %, 0,1%
HCOCH durante 60 min): {z= 40,85 (89,8%).

11: Resultaron 7,8 mg (15 %). Pf. 270 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-d8) & (ppm):
13,17 {s, 1H, NH), 11,82 (s, 1H, NH), 11,38 (s, 1H, NH), 7,21 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H3"},
6,93 (dd, J= 8,5, 5,3 Hz, 1H, H4), 6,87 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H2"), 6,81 {dd, J= 8,8, 2,4
Hz, 1H, H7), 6,80 — 6,50 (m, 1H, H5). HPLC (Isocratico H,O-MeCN 33-67 %, 0,1%
HCOOH durante 60 min): fz= 38,27 (88,8%). MS (ES+): MS (ES, modo positive): m/z
425,6 [M+H"]. 12: Resultaron 4,0 mg (7 %). PL. > 350 °C. '+ RMN (400 MHz, DMSO-
d6) & {(ppm}:7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H2"), 7,22 — 7,14 (m, 1H), 7,08 - 6,99 (m, 1H),
6,88 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H3"), 6,61 — 6,50 {m, 1H). HPLC {Isocratico H,O-MeCN 33-
67 %, 0,1% HCOOH durante 60 min): f5= 40,95 (88,9%). MS {(ES+): MS (ES, modo
positive): m/z 425,86 M+H"].

3-(4-bromofeni)-&-fluoro-2,6'-dioxo-1'5', 6, 7-telrahidrospirofindolina-3,4 -pirazolf3,4-
blpiridina]-5'-carbonitrilo (Compuestos 13 y 14)

Se disuelven en un matraz {a=7 (100 mg, 0,230 mmol) y Selectfluor (81,58 myg, 0,238
mmol} en 50 mb de MeOH vy se agita a reflujo durante 2 h. Una vez finalizada la
reaccion, se elimina el disolvente a presion reducida v el residuo se purifica por
cromatografia en columna sobre gel de silice (acelato de etilo: hexano), obteniéndose
20 mg (19 %) de un sdlido beige. El producto final se separa en sus paregjas
diastereoméricas mediante HPLC semipreparativo usandoe un gradiente de elucidn
isocratico H,O-MeCN 33-87%, 0,1% HCOOH durante 50 min.
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Compuesto Estructura MS (ES+) /HPLC

MS (ES, modo positivo): m/z452,0 [M']. 14:

Resultaron 4,2 mg (4 %).

13
HPLC (Isocratico H,O-MeCN 33-67 %, 0,1%
HCOOH durante 80 min): fz= 31,50 (89,8%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 452,0
ML

14 M}

HPLC (isocratico H,O-MeCN 33-67 %, 0,1%
HCOOH durante 80 min): fz= 33,18 (89,8%).

13: Resultaron 4,5 mg (4 %). Pf. > 350 °C. "H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm):
7,22 (m, 3H, H-Ar), 6,93 (m, 2H), 6,75 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H2"), 6,70 (dt, J = 7.6, 1,1
Hz, 1H, H5). HPLC (Isocratico HO-MeCN 33-67 %, 0,1% HCOOH durante 60 min):
fr= 31,50 (99,9%). MS (ES+): MS (ES, modo positivo): m/z 452,0 IM']. 14: Resultaron
4,2 mg (4 %). Pt > 350 °C. "H RMN. (400 MHz, DMS0-d6) § (ppm): 7,32 (d, J = 8,3
Mz, 2H, H2”), 7,27 (1, J = 7,4 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,02 - 6,81 {m, 1H),
6,79 {d, J = 8,4 Hz, 2H, H3"}, 6,48 — 6,35 {m, 1H). HPLC {(Isocratico H,O-MeCN 33-
67 %, 0,1% HCOOH durante 80 min): 7= 33,18 {99,9%). M8 (ES+): MS (ES, modo
positivo). m/z 452,0 {M'].

3-{4-bromofenil)-5',6-diffuoro-2,6-dioxo-1',5',6', 7-tetrahidrospirofindolina-3,4'-
pirazolf3,4-bjpiridina]-5'-carbonitrilo (Compuestos 15 y 16}

Se disuelven en un matraz esférico 1a-8 (70 mg, 0,155 mmol} v Sslectfluor (82,25
mg, 0,232 mmol) en unos 56 ml de MeOH v se agita a refiujo durante unas 4 h. Una
vez finalizada la reaccidn, se elimina el disolvente a presion reducida vy el residuo se
purifica por cromaiografia en columna sobre gel de silice {(acelalo de etilo: hexano),
obteniendose 30 mg (41 %) de un sdlido blanco. El producto final se separa en sus
parejas diastereoméricas mediante HPLC semipreparativo usandoe un gradiente de
elucidn isocratico H,O-MeCN 35%-40%, 0,1% HCOOH durante 80 min.
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Compuesto Estruciura MS (ES+) /HPLC

MS (ES, modo positivo): m/z 471,1 [M+HL.

15 HPLC (Isocratico HxO-MeCN 35-40 %, 0,1%
HCOCH durante 60 min): £5=30,7 (88,9%).
MS (ES+): MS (ES, modo positivo), mvz 471,1
M+H'L

16 { }

HPLC (Isocratico H,O-MeCN 35-40%, 0,1%
HCOOCH durants 60 min): fz= 33,5 (89,8 %).

15: Resultaron 9,5 mg (13 %). PE > 350 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSC-d6) & (ppm):
13,14 {s, 1H, NH), 11,85 (s, 1H, NH), 11,40 (s, 1H, NH), 7,33 {d, J = 8,4 Hz, 2H, H3™),
6,91 (dd, J = 8,5, 5,3 Hz, 1H, H4), 6,85 - 6,74 (m, 3H, H2", H7)}, 6,53 (ddd, J = 8,8,
8.4, 2,5 Hz, 1H, H5). HPLC (Isocratico H,0-MeCN 35-40 %, 0,1% HCOOH durante 60
min): =307 (89,8%). MS (ES+): MS (ES, modo positive): m/z 471,1 [M+H']. 18:
Resultd 1 mg (1 %). Pf. > 350 °C. "H RMN (400 MHz, DMSQ-d6) 3 7,49 — 7,07 {m,
4H), 7,06 — 6,66 {m, 3H). HPLC {isocratico HyO-MeCN 35-40%, 0,1% HCOOH durante
80 min): 7= 33,5 (99,9 %). MS (ES+): MS (ES, modo positivo). m/z 471,1 [M+H"]L

Efemplio 2
Medidas de la activacion de AMPK en células en cultivo por los compuesios de

formuia general (i)

Linea celular v tratamientos. La linea celular utilizada para los tratamientos con los
diferentes reactivos ensavados fue HEK293T {células embrionarias de rifién humano).
Las células crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium) con 25
mM de glucosa suplementado con un 10% de suero bovino felal inactivado, 2 mM
glutamina 100 unidades/ml de penicilina v 100 ug/ml de estreptomicina en una
atmaésfera humeda a 37°C con un 5% de CQO,. Las células se sembraron en placas de
60 mm (p.60) para obtener un 70-80% de confluencia v se lavaron en tampdn Krebs
Ringer (KRB: NaCl 12,5 mM, CaCl; 15 mM, KH2PC, 0,5 mM, KCI 3 mM, NaHCO; 2,5
mM, MgSQ0,4 0,5 mM, HEPES 10 mM pH 7.4, 95:5 O, /C0O;,) a 37°C. A coniinuacion, se
frataron durante 1 h a 37°C en la estufa de cullivos, afiadiendo a cada una de ellas las

caniidades adecuadas de los compuesios de férmula generat (1) 1, 11, 12, 13, v 15,
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(stock 5 mM en DMSQO} disuelios en KRB/25 mM glucosa para alcanzar las
concentraciones finales indicadas en la Figuras. Como control de activacion se usd

fenformina 5 mbAd.

Ejempiod
Obtencion de exiracios de células HEK293T

Tras los correspondientes tratamientos, se elimind el sobrenadante v se congelaron
rapidamente en N, liquido. Las placas fueron procesadas una por ung, y mantenidas
en hieio, afiadiendo en primer lugar el tampdn de lisis frio. La composicion del tampdn
era la siguienie: Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 15 mM pH 8,0, NaF 50 mM, Na.P,0, 15
mM, sacarosa 0,6 M, Z-Mercapioetanol 15 mM, una mezcla de inhibidores de
proteasas sin EDTA (Roche) y PMSF 1 mM. Las células se recogieron en tampdn de
lisis con la ayuda de un rascador vy fueron lisadas pasandolas por jeringas de 24
Gx5/8” 4 veces cada muestra. Se reservd una pequefa cantidad para medir la
cantidad de proteina mediante Bradford v al resto se le afadio tampdn de carga para
electroforesis vy se hirvid durante 5 min, manteniéndose a -20°C hasta su uso. La
concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford, con ef Bio-Rad

Bradford Protein Assay Reagent (BioRad).

Efempiod
Andlisis de profeinas mediante Weslern Biot

Los extracios de profeinas se analizaron por SDS-PAGE en geles del 8 o del 10% de
acrilamida y de 1,5 mim de grosor. Se cargaron 30 pg de proteina v se transfirieron a
una membrana de PVDF (Millipore) durante 1,6 h a 100 V. El blogueo se hizo con 5%
de leche desnatada en TBS-T durante 1 h a temperalura ambiente. La
inmunodeteccion se realizé incubando el anticuerpo primario durante toda la noche a
4°C. Tras tres lavados a temperatura ambiente con TBS-T de 10 min cada uno, s&
incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario conjugado a HRP. Después
de tres lavados de 10 min a temperatura ambienie con TBS-T, las membranas se
revelaron con ECL plus (Pierce) vy se procesaron con un equipo FUJI LAS 3000
(Fujifilm). Los anticuerpos utilizados fueron: Anti-pAMPKaThr172, anti-AMPKE1/82,
anti-ACC y anti-pACCser?9 de la casa Cell Signaling Technology {Danvers, MA, USA)
diluidos 1/1000. El anticuerpo secundario goat anti-rabbit HRP de la casa Santa Cruz

Technology a una dilucion 1/5000 & 1/10000. La deteccidn de bandas con los
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anticuerpos Anti-pAMPKoThr172 v anti-pACCser79 (sustratc de AMPK) respecio de
sus controles de carga respectivos (anti- AMPKE1/82 v anli-ACC) se tomd como

indicativo de activacion de AMPK.

Ejempio 6
Resullados. Descripeion efecto dosis-respuesia de los compuesios de formula

general (1)

El estado de activacién del complejo AMPK se correlaciona con los niveles de la forma
fosforilada de la subunidad catalitica AMPKg pT172. Como se observa en el primer
panel de las Figuras 1-4, tanto el tratamiento de las células HEKZ93T con dosis
crecientes de los compuestos 1, 11, 12, 13 v 18 aumenid los niveles endégenos de
AMPKa pT172, siendo indicativo del aumento del estade de activacion del complejo
AMPK. La aclivacion alcanzada en algunos casos fue similar a la que se consiguié

con fenformina, un compuesto con reconocida capacidad aclivadora de AMPK.

El segundo panel muestra el analisis del nivel endogenso de AMPKB1, gue se incluyd
como control de carga para demosirar que el aumento en s niveles de AMPKo

pT172 no eran debidos a un aumento de los niveles tolales del complejo enzimatico.

En el tercer panel se muestra ¢l estado de fosforilacidon de la enzima acetil CoA
carboxilasa (ACC), que es un susirato de ia proteina quinasa AMPK, por o que un
aumenio de la aclividad de AMPK incrementa el eslado de fosforilacion de esle
sustraio (ACC p3798). Como se observa, el estado de fosforilacion de ACC aumenta

de manera paralela a los niveles de AMPKa pT172.

El cuarto panel indica los niveles ofales de ACC como control de carga, para validar
que el cambio en los niveles de ACC pS79 son debidos a ia fosforilacién de la

proteina vy no a un aumento de los nivelgs totales de la misma.
Todos estos datos indican gue los compuestos de férmula general (1) 1, 11, 12,13 v

15 son capaces de inducir in vivo la activacion del complejo AMPK, a las dosis

indicadas.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula (1)

ith

o sus isdmeros, sales o solvatos farmacauticamente aceptables, en la que:

R, se selecciona entre hidrogeno, haldgenc, alguilo {T-Cyy) sustituido o no
sustituido, OR,, SR, COOR,), CF3, N{Ry ), v un grupo arilo (Cs-Cqa) sustituido o
no sustituido;

R se selecciona entre hidrogeno, alguilo (C4-Cqp) sustituido o no sustituido, v
COR;;

R3 se selecciona entre hidrégeno, alquilo (C4+-Cyp) sustituido o no sustituidoe, y arilo
{Cs-Cye) sustituido o no sustituide;

Rs v Rs se seleccionan indegpendientemente enfre hidrégeno, arilo {Cs-Cig)
sustituide o no sustituido, haldgeno, vy grupo nitrg;

X es un halogeno; v

R, se selecciona entre hidrdgeno, alguilo (C4+-Cyp) sustituido o no sustituido, v arilo

{Cs-C1s) sustituido o no sustituido,

2.- Compuesto segun la reivindicacion 1, donde X es fldor.

3.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde Ry es clorp,

bromo, 0 un grupo arilo {Ce-Cyg) sustituido ¢ no sustituido.

4.~ Compuesto segin la reivindicacion 3, donde R es cloro, bromo, o un grupo fenilo

susfituido.

5.- Compuesto segin cualguiera de las reivindicaciones anteriores, donde R, es
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hidrogenc.

6.- Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R; es

hidrégeno, un grupo fenilo, o 4-metoxifenilo.

7.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R, se

selecciona de enire hidrégeno y fitor.

8.~ Compuesio segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde Rs se

selecciona de entre hidrogeno, fiior, un grupo nitro, y un grupo fenilo.

9.~ Compuesio segun la reivindicacion 1, donde el compuesto se selecciona de g lista
gue consiste en:
3-{4-clorofenii)-& -fluore-2,6'-dioxo-1°,5°,6", 7-tetrahidrospiro{indoiina-3,4 -pirazol{ 3,4~
blpiridinal-8-carbonitrilo;
3-{4-clorofeni)-5,5 -difluoro-2,6-dioxo-1",5',6', 7-tetrahidrospirolindolina-3,4'-
pirazol[ 3,4-bipiridinal-5'-carbonitrilo;
3-{4-clorofenii)-5-fluore-2,6-dioxo-5-niiro-1,5".6', 7'-tetrahidrospirofindoling-3,4'-
pirazoll3,4-blpiridinal-5"-carbonitrilo;
3-{4-clorofenii}-&’-fluoro-2,6'-dioxo-5-fenil-1',5",6", 7’ -tetrahidrospirolindolina-3,4'-
pirazol[3,4-blpiridinal-5"-carbonitrilo;
5-cloro-3'-(4-clorofenil}-5"-flucre-2,6'-dioxo-1',5°,6", 7-tetrahidrospirofindolina-3,4 -
pirazol[3,4-blpiridinal-5'-carbonitriio;
3-{4-clorofenii)-&, 6-difluor-2,6'-dioxo-1',5,6", 7' -tetrahidrospirolindolina-3,4'-
pirazol[ 3,4-bipiridinal-5'-carbonitrilo;
3-{4-bromofenil}-5’-fluoro-2,8'-dioxo-1",5",6°, 7-tetrahidrospirglindolina-3,4-
pirazoll3,4-blpiridinal-5"-carbonitriio; vy
3-{4-bromofenil)-5',6-difluoro-2,8-dioxo-1,5",6", 7'-tetrahidrospirofindolina-3,4'-

pirazol[3,4-b]piridinal-5'-carboniirilo.

10.- Una composicion farmacéutica gue comprende un compuesto de formula (1), o
sus isdmeros, sales o solvaios farmacéuticamente aceptables fal como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y al menos un vehiculo

farmacsuticaments aceplable.
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i1.- Uso de un compuesto de férmula (1), ¢ sus isdmeros, sales o solvalos
farmacsuticaments aceptables ial como se define en las relvindicaciones 1 a §,

para la elaboracion de un medicamento.

12.- Uso de un compuesie de fommula (1), o sus isGmeros, sales o sclvalos
farmacéuticamente acepiables tal como se define en las relvindicacionss 1 a 9,
para la elaboracion de un medicamenio para la prevencidon o el fratamiento de

enfermedades relacionadas con la activacion de AMPK,

13.- Uso segun la reivindicacion 12, donde las enfermedades se seleccionan de entre
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, auloinmunes, neurolbgicas,

sindrome metabdlico y cancer.

14.- Uso segun ia reivindicacion 13, donde las enfermedades se seleccionan de entre
diabetes de lipo 1 y tipo 2, cobesidad, inflamacion, dislipidemia, hipertension,
hipergiucemia, hipertriglicerimidemia, resistencia a la insulina, epilepsia y las

enfermedades de Krabbe/Twitcher, Alzhéimer, Parkinson y Huntington.

15.- Uso seqin fa relvindicacion 14, donde la enfermedad es diabetes de tipo 1,

epilepsia, enfermedad de Krabbe/Twiicher, Alzhegimer, Parkinson o Huntingion.

16.- Uso segln la reivindicacion 13, para la elaboracién de un medicamenio para la

prevencion o el tralamiento del céncer de préstata y de mama.

17.- Procedimiento para {a obtencién del compuesto de férmula general (1} tal como se
define en cualguiera de las relvindicaciones 1 a 8 que comprenden los siguienies
pasos:

(a) reaccién de condensacién entre compuesto de formula (l} v un compuesto NH-
NHR;

CN

34



ES 2 623 082 Al

donde Ry y Ry estan definida en la reivindicacién 1,

{b) reaccion de condensacion del compuesto de formula (V)

5
durante 12-24 horas a 80-120°C;
donde Ry R, Ry R, v Rs estan definidos en la reivindicacion 1; y
10 {c) reaccion del compuesto obienido en el paso (b) de formula (1a)
la
con un agenie halogenante;
donde Ry Ry R; Rsy Rs estén definidos en la reivindicacion 1.
15 18.- Procedimiento segin la reivindicacion 17, donde el agente halogenante de la

efapa (¢) es selecifiuor,

18.- Compuesio de fdrmula (la)
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O sus isdmeros, sales ¢ solvalos farmacéuiicamente acepiables, en la que:

R, se selecciona entre hidrogeno, haldgeno, algullo (Ci-Cyo) sustituido ¢ no
sustituido, OR,, SR, COO(R.), CFs; N{R.), v un grupe arilo sustiiuido o no
sustituido

R, se selecciona enfre hidrogeno, alguilo (C-Cqo) sustituido o no sustituido, v
COR,;

R, se selecciona entre hidrogeno, alguiio {(C4-Cyo) sustituido ¢ no sustituido, v arilo
sustifuido o no sustituido;

Rs v Rs se seleccionan independientementie enire hidrogeno, arilo, haldgeno, v
grupo nitro;

R, se selecciona entre hidrGgeno, alquiic {C4-Cho) sustituido o no sustituido, v arilo
sustituido o no sustiluido;

con la condicion de que cuando R, es hidrogeno, R4 no es hidrogeno.

20.~- Compuesio segun la reivindicacion 19, donde X es fldor.

21.- Compuesto segln las reivindicaciones 19 y 20, donde Ry es cloro, bromo, o un

grupo arile sustituido o no sustituido.

22.- Compuesto segun la reivindicacion 21, donde R, es cloro, bromo, o un grupo

fenilo sustituido.

23.- Compuesio segun las reivindicaciones 19 a 22, donde R; es hidrégeno.

24 .- Compueslto segin las reivindicaciones 19 a 23, donde R; es hidrégeno, un grupo

fenilo, o 4-metoxifeniio.
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25.- Compuesto segun {as reivindicaciones 19 a 24, donde R4 se selecciona de entre

hidrogeno y fldor.

26.- Compuesto segin las relvindicaciones 12 a 25, donde Rj se selecciona de entre

hidrégeno, flGor, un grupo nitro, ¥ un grupo feniic.
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