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@Resumen:

Derivados de n-sulfonilureas y su uso terapéutico.

La presente invencion se refiere a una serie de
compuestos derivados de N-sufoniureas, compuestos
de formula general (1), con actividad farmacolégica
inhibidora del inflamasoma NLRP3.
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Se reivindica el uso de los compuestos referidos con
la formula general (I) como agentes para el
tratamiento de enfermedades preferentemente
humanas que cursan con proceso inflamatorio,
preferentemente mediado por lo que se conoce como
inflamasoma, preferentemente del tipo denominado
NLRP3. Entre estas enfermedades se encuentran las
denominadas neurodegenerativas, como el Alzheimer
y el Parkinson, las enfermedades inflamatorias, las
enfermedades metabdlicas, las autoinmunes y, en
general, cualquier patologia producida por la
alteracion de las funciones biolégicas donde esta
implicado el inflamasoma NLRP3. La presente
invencién se puede enmarcar en el campo de la
industria farmacéutica.
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DESCRIPCION

DERIVADOS DE N-SULFONILUREAS Y SU USO TERAPEUTICO

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El inflamasoma NLRP3 se activa ante una gran variedad de estimulos de origen
patogénico y enddgeno, conocidos como patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs) o a dafio (DAMPs). La activaciéon del inflamasoma conlleva su ensamblaje y el
procesamiento y liberacién de las citoquinas proinflamatorias IL-1 e IL-18, encargadas de
iniciar y propagar la respuesta inflamatoria (Nat Rev Immunology, 2019, 8:477-489). Dada
la heterogeneidad de sefales capaces de activar el inflamasoma, cabe esperar su
implicacion en diversas enfermedades de un amplio rango. La sobre activacion del
inflamasoma NLRP3 se ha relacionado con patologias de inflamacién crénica como la
gota, la artritis reumatoide o la enfermedad de Crohn (Journal of Inflammation research,
2011, 4, 39-49), enfermedades del sistema nervioso central tales como el Alzheimer, el
Parkinson, el ictus o el traumatismo caneoencefalico (Frontiers in Molecular Neuroscience,
2018, 11, 320), alteraciones cardiovasculares, incluyendo la ateroesclerosis (Translational
Research 2020, 215, 75-85) y el infarto de miocardio (Nat Rev Cardiology, 208, 15, 203-
214), patologias metabdlicas como la diabetes (Biomolecules, 2019, 9, 850),0 de caracter
autoinmune, tales como la dermatitis por contacto y la psoriasis (Dermathology, 2016,
232:534-540). Ademas de estas enfermedades, en cuya progresion se ve implicado el
inflamasoma, existen un grupo de patologias originadas directamente por mutaciones de
ganancia de funcién en el gen que codifica para la proteina NLRP3. Se trata de los
sindromes asociados a criopirina (CAPS), un grupo de enfermedades raras
autoinflamatorias, de herencia autosémica dominante, en el que se incluyen el sindrome
de urticaria familiar por frio (FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) y la enfermedad
inflamatoria multisistémica de inicio neonatal (NOMID) (Nat Rev Immunology, 2019, 8:477-
489).

Aunque cada una de estas enfermedades tienen una epidemiologia y una patofisiologia
propias, todas ellas se caracterizan por compartir alteraciones inflamatorias comunes,
caracterizadas por la liberacibn descontrolada de citoquinas proinflamatorias,
principalmente IL-1B. Muchas de ellas son algunas de las enfermedades mas inhabilitantes
y de mayor prevalencia en la poblacién, como la gota (1-4% en la poblacion general)
(Journal of Advanced Research, 2017, 8, 495-511) o el ictus (1.1 millones de personas al
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ano en Europa) (European Journal of Neurology, 2006, 13:581-598). Ademas, la incidencia
de estas patologias se espera que vaya en aumento debido al crecimiento de la esperanza
de vida de la poblacién. Estas razones situan al inflamasoma NLRP3 como una nueva y
prometedora diana farmacolégica para una gran variedad de patologias.

Actualmente existen varias terapias dirigidas frente a la ruta de Interleukina-1, estas actdan
bien directamente sobre IL-1B/ IL-1a o bien sobre su receptor, evitando asi la respuesta
inflamatoria desencadenada (Nat Rev Drug Discovery, 2012, 11(8):633-652). El primer
farmaco desarrollado frente a IL-1 fue el Anakinra (Kineret ®). Anakinra es una versiéon
recombinante del antagonista enddgeno del receptor de IL-1 (IL-1RA), que inhibe de
manera competitiva la union de IL-13 e IL-1a a su receptor. Su uso esta aprobado por la
FDA para el tratamiento de la artritis reumatoide y el NOMID, y por la EMA para la artritis
reumatoide y para todos los fenotipos de CAPS. (Expert Review of Clinical Pharmacology,
2017, 10(8):855-864). Otro de los farmacos dirigidos frente a IL-1 es el Rilonacept
(Arcalyst ®). Este fue aprobado en 2008 por la FDA para el tratamiento del FCAS y el
MWS, y un afo despues por la EMA para todos los CAPS, sin embargo, la EMA lo retird
del mercado en 2012 debido a su escasa comercializacién en Europa. Rilonacept es un
constructo de la fraccion extracelular del receptor de IL-1 (IL-1R1) y su proteina accesoria
(IL-1RAP), fusionado a la region Fc de la inmunoglobulina humana G1 (lgG1-Fc). Este
farmaco funciona como un sefiuelo paralas IL-1ay B, asi como para IL-1RA, evitando que
se unan al receptor IL-1R1 y desencadenen la respuesta inflamatoria. (Expert Review of
Clinical Pharmacology, 2017, 10(8):855-864). El ultimo de los farmacos aprobados frente
a interleukina-1 es el canakinumab (llaris ®). A diferencia de los dos anteriores,
canakinumab es un anticuerpo monoclonal, basado en la estructura de la IgG1 humana.
Canakinumab atrapa y neutraliza la IL-13 en suero y evita asi la uniéon a su receptor y
consecuente sefalizacion. El tratamiento con Canakinumab para el FCAS y el MWS fue
aprobado en 2009 por la FDA y por la EMA para todos los fenotipos de CAPS. Expert
Review of Clinical Pharmacology, 2017, 10(8):855-864). Ademas de sus usos terapéuticos
ya aprobados, actualmente se encuentran en marcha ensayos clinicos para el uso de
Anakinra (1 fase Il, 3 fase 1V), Rilonacept (1 fase Ill) y canakinumab (1 fase II,2 fase Ill),
frente a diversas patologias como gota (Anakinra), COVID-19 (Anakinra), pericarditis
recurrente (Rilonacept) y cancer de pulmén de células no pequenas (Canakinumab), entre
otros (REF: clinicaltrials.gov).

Sin embargo, a pesar de los resultados positivos que ejercen estos tratamientos sobre las
patologias para las que estan aprobados, presentan diversas limitaciones. La principal es

la via de administracién, subcutdnea y de aplicacion diaria (Anakinra), semanal
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(Rilonacept) o en el mejor de los casos cada 8 semanas (Canakinumab). Ademas, todos
ellos presentan efectos secundarios comunes, principalmente reacciones en el sitio de
inyeccion y aumento de infecciones, principalmente del tracto respiratorio superior, al
tratarse de farmacos inmunosupresores (Expert Review of Clinical Pharmacology, 2017,
10(8):855-864). Parte de estos efectos secundarios se explican porque ademas de
NLRP3, otros inflamasomas como NLRC4, AIM2 o NLPR1 se encargan del procesamiento
y liberacién de interleukina-1. La activacién de estos inflamasomas ocurre frente a otros
estimulos de origen virico o bacteriano frente a los que NLRP3 no responde, por lo que
bloquear toda la via de sefalizacion de interleukina-1 genera un efecto inmunosupresor
no deseado. Ademas, estos farmacos dirigidos frente a interleukina-1 no evitan la
liberacién de otros factores proinflamatorios que tiene lugar como consecuencia de
activacién de NLRP3, como son IL-18 o la alarmina HMGB1 y otras moléculas liberadas
junto con el contenido celular como consecuencia de la piroptosis que tiene lugar tras la
activacion del inflamasoma (Nat Rev Drug Discovery, 2018, 17(8):588-60). La falta de
especificidad de los farmacos anti IL-1, los efectos secundarios que generan y su falta de
eficacia frente a otros factores dependientes del inflamasoma hacen que el planteamiento
de nuevos farmacos frente a estas patologias inflamatorias se dirija en torno a la inhibicién
selectiva del inflamasoma NLRP3.

A pesar de que se estan realizando grandes esfuerzos por parte de la comunidad cientifica
en el estudio del inflamasoma y el desarrollo de inhibidores, y algunos de ellos se
encuentran en fases avanzadas de ensayos clinicos, a dia de hoy ninguno de ellos ha sido
aprobado como tratamiento para las patologias anteriormente mencionadas. Por estos
motivos, proponemos la necesidad de generar nuevas moléculas inhibidoras del
inflamasoma NLRP3, como son los compuestos derivados de N-Sulfonilureas.

Con estos precedentes, nos hemos propuesto la sintesis de analogos simplificados de
MCC950 {3-(1,2,3,5,6,7-hexahidro-s-indacen-4-il)-1-([4-(2-hydroxypropan-2-yl)furan-2-
yl]sulfonyl)urea (Figura 1), donde se han eliminado los dos anillos de ciclopentano
fusionados en torno al anillo de benceno, y reemplazados por sustituyentes mas sencillos,
segun se esquematiza en la formula general 1b-14b de la figura 1. Este disefio nos ha
permitido la sintesis de un numero significativo de compuestos mediante un protocolo
sintético sencillo, que de acuerdo con el esquema retrosintético de la Figura 1, aprovecha
la disponibilidad de los isocianatos comerciales 1a-14a que ya incorporan los sustituyentes
de diferente naturaleza quimica en distintas posiciones del anillo aromatico unido a la urea,
y la facil y descrita metodologia para la sintesis de 4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-
sulfonamida (15)(Synth Commun 2003, 33:2029-2043), compuesto clave en este
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proceso. Siendo R en la figura | un anillo de benceno con diferente sustitucion. En un solo
caso, y en una realizacion similar, se reivindica ademas la obtencion y uso de un
compuesto analogo a MCC950 donde el anillo triciclico de s-indaceno es reemplazado por
9H-fluoreno unido por el Unico carbono no aromatico, compuesto 14b. En suma, la
seleccién de estos nuevos andlogos de MCC950 nos permitira evaluar el efecto
farmacologico de la eliminacién de los dos anillos de ciclopentano en MCC950,
simplificando la estructura, y tener datos para establecer un analisis de estructura
actividad, que nos permita disefiar nuevos y mas eficientes derivados de MCC950.

]
JJ\ /S
N N 1] -

MCC950

O o O

1 I
R‘NJ\N’§ _ ——> R-NCO + H2N’§ _—
H o H OMOH OMOH

1b-14b 1a-14a 15
Figura 1. Estructura de MCC950, las nuevas N-sulfonilureas 1b-14b, y los intermedios

clave 1a-14a y 15 de su sintesis.

DESCRIPCION DE LA INVENCISN

La presente invencion esta relacionada con la capacidad de inhibidores de la activacion
de NLRPS3 de ejercer efectos antiinflamatorios, a través de un mecanismo de accion que
implicaria la inhibicién de la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1beta. Estos
efectos se han observado en la familia de compuestos descritos en la presente invencion.

Mas concretamente, la presente invencién se refiere a una familia de compuestos con la
caracteristica estructural de ser derivados simplificados de MCC950 {((1,2,3,5,6,7-
hexahidro-s-indacen-4-il)carbamoil)((4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il)sulfonil)amida} de
estructura general | y con la sustitucién sobre el anillo de benceno segun se refleja en la
Figura 1, que presentan propiedades farmacolégicas potencialmente Utiles para el
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tratamiento de enfermedades que cursan con un proceso inflamatorio como, por ejemplo,
la gota, la artritis reumatoide o la enfermedad de Crohn; enfermedades del sistema
nervioso central tales como el Alzheimer, el Parkinson, el ictus o el traumatismo
caneoencefdlico; alteraciones cardiovasculares, incluyendo la ateroesclerosis y el infarto
de miocardio; patologias metabdlicas como la diabetes; o de caracter autoinmune, tales
como la dermatitis por contacto y la psoriasis.

En los estudios farmacologicos a los que han sido sometidos, los compuestos de la
presente invencion han mostrado una serie de actividades potencialmente muy Utiles en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias, sin perjuicio de que en estudios mas
profundos, puedan aparecer nuevas propiedades biologicas de posible interés. Las
actividades estudiadas, y que han mostrado resultados positivos, han sido:

- Inhibicién de la liberacién de IL-1beta en 3 modelos experimentales “in vitro”.

- Efecto antiinflamatorio en un modelo “in vivo” de gota artritica.

- Efecto antialodinico en un modelo “in vivo” de gota artritica.

Como se ha descrito en el estado de la técnica anterior a la presente invencion, y cada
vez existe un mayor nimero de evidencias experimentales, la liberacién descontrolada de
IL-1beta, esta fuertemente relacionada con la progresién de enfermedades de muy distinta
etiologia que comparten un componente inflamatorio como la gota, la artritis reumatoide,
la enfermedad de Crohn, el traumatismo craneoencefalico o la ateroesclerosis, entre otras

enfermedades.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de

formula general (1) (a partir de ahora compuestos de la invencion):

donde:

R es un anillo de benceno o un anillo de 9H-fluoreno diferentemente unido al nlcleo de

sulfonilurea.
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Cuando R es un anillo de benceno, este podra tener sustitucién quimica adicional segun

se detalla en la figura 2:

NN Y %
>

R1y R2 son grupos iguales o distintos y se seleccionan cada uno de forma independiente
de un grupo alquilo (metilo, etilo, 0 mayores cadenas hidrocarbonadas o fluorocarbonas,
o sustituyentes bidentados, es decir, unidos doblemente al anillo de benceno), alcdxido
(metodxido, etéxido, 0 mayores cadenas, o sustituyentes bidentados del tipo -O-alquilen-O-
), amino y aminoalquil, halégenos, grupos nitro =-alquilicas) o, en general, cualquier

sustituyente situado en cualquier posicién.

El término "alquilo" se refiere en la presente invencion a cadenas aliféticas, lineales o
ramificadas, que tienen de 1 a 6 &tomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, 0 mayores
cadenas hidrocarbonadas o fluorocarbonas, etc. Preferiblemente el grupo alquilo tiene
entre 1y 3 atomos de carbono.

Por "compuesto de la invencion" también se refiere en la presente invencion a cualquiera
de sus derivados, isbmeros, sales farmacéuticamente aceptables, en cualquier de las
posiciones ionizables, y/o solvato del mismo.

La posicion relativa de R1 y R2 en el anillo de benceno puede ser indistintamente
cualquiera de las posiciones del anillo de fenilo, es decir, posiciones orto, meta y para, y

la combinacién de estas quimicamente posibles.

En otra realizacion mas preferida, el compuesto de la invencién se selecciona de la lista

que comprende:

[4- )
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(3-metilfenil)urea
4- )

[

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(2-metilfenil)urea
3-(
3-(

. 1-(8,5-dimetilfenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
3-(
3-(
1-(

(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(-4-metilfenil)urea
[

[

-(3,5-dimetoxifenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea

(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(2-metoxifenil)urea

-([4-
-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(4-metoxifenil)urea

7
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2H-1,3-benzodioxol-5-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea
-(4-dimetilaminofenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(-4-nitrofenil)urea

2,3-dihidro-1H-inden-5-yl)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea

3-(

1-(

3-(
. 1-(4-cloro-2-(trifluorometil)fenil-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-iljsulfonil)urea

3-(

3-(9H-fluoren-3-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea

1-(

-(9H-fluoren-9-il)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-iljsulfonil)urea

Los compuestos de la presente invencion de férmula (1) pueden ser obtenidos o producidos
mediante una via sintética quimica u obtenidos a partir de una materia natural de distinto
origen. Una realizacion para la obtencion de los compuestos de la invencion de férmula
(I), o un isémero, sal farmacéuticamente aceptable y/o solvato del mismo, comprende las
siguientes etapas:

(a) Obtencion de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) se ha llevado a cabo
segun se muestra en el Esquema 1, de acuerdo con el método descrito en la literatura
(Synth Commun 2003, 33: 2029-2043), a partir y por reaccion de furan-3-carboxilato de
etilo (16) con acido clorosulfénico, para dar el acido 4-(etoxicarbonil)furan-2-sulfénico que,
por tratamiento con pentacloruro de fésforo en piridina, condujo a (clorosulfonil)furan-3-
carboxilato de etilo, cuya reaccion con bicarbonato de amonio, generd la 4-(2-
hidroxipropan-2-il)furan-2-sulfonamida, la cual por reaccién con exceso de cloruro de
metilmagnesio dio lugar a la sulfonamida 15 deseada.

1) CISO3H, CH,Cl,

2) piridina/ PCls HO
EtO.C 3) HCO3'NH,* o
4) CH3MgCl / THF A\
/ \ _ - | 5 S=NH;
@) Synthetic Communications,
16 33(12), 2029-2043; 2003 15

Esquema 1. Sintesis de 4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-sulfonamida (15) (Synth Commun
2003, 33: 2029-2043).

(b) reaccién de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida con los isocianatos 1a-14a

segun el esquema 2.



10

15

20

25

ES 2948 511 Al

||
0
R-NCO + HgN"§ NaOCHs J\ [ JL 2
\O_éo"' CHCN,ta. [ N'c'> OH 517
3 Na*™~ q O OH

1a-14a 15 1b-14b

Esquema 2. Sintesis de los amiduros de N-sulfonilureas 1b-14b.

en que R representa todos los sustituyentes propuestos indicados mas arriba al describir
la férmula general (I). La forma amiduro formada tras la reaccién en el medio basico
generado por metoxido sédico (Esquema 2) es convertida en la forma neutra urea una vez
reconstituido el producto en solucién acuosa, fisiolégica o tampdn a pH neutro o acido
(esquema 2), de forma lenta pero irreversible. Para este tipo de grupos funcionales del tipo
sulfonilamidas aciladas, estd descrita una vida media en plasma humano para su
neutralizacion de en torno a 5 min. Por tanto, el acceso a este intermedio amiduro no es
exclusivo del tratamiento con la base metdxido sddico, sino que el uso de otros reactivos
con la basicidad suficiente para inducir la adicion nucledfila de la sulfonilurea sobre los
isocianatos 1a-14a, forman especies amiduro con distintos contraiones diferentes al Na*,
y todos ellos pueden dar lugar a los productos 1b-14b reivindicados en esta invencién,
mediante la reconstitucion antes comentada en solucion acuosa (Esquema 2). La forma
amiduro intermedia, con cualquier de los contraiones posibles, es también objeto de la
invencién ya que ofrece una alternativa farmacéutica como formulacién apropiada para su

inyeccion a altas dosis en bolo acuoso.

Otro aspecto mas de la presente invencidn se refiere a cualquiera de los compuestos de
formula general (l) para su uso como medicamento o composicion farmacéutica, y
preferiblemente un medicamento o composicién farmacéutica que se utilice para el
tratamiento de patologias o enfermedades inflamatorias provocadas por liberacidon
excesiva de IL-1beta o, en general, de enfermedades susceptibles de beneficiarse de las
actividades biolégicas mostradas por los productos descritos en la presente invencién, o
bien de una sal, derivado, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.
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Los compuestos de la presente invencion representados por la formula (1) pueden incluir
isémeros, dependiendo de la presencia de enlaces multiples (por ejemplo, Z y E), o
isémeros dpticos o enantibmeros, dependiendo de la presencia de centros quirales en las
cadenas R1 y R2. Los isébmeros, enantibmeros o diastereoisémeros individuales y las
mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la presente invencion. Los
enantiémeros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden separarse

mediante técnicas convencionales.

Tal como aqui se utiliza, el término "derivado" incluye tanto a compuestos
farmacéuticamente aceptables, es decir, derivados del compuesto de férmula (I) que
pueden ser utilizados en la elaboracion de un medicamento, como derivados
farmacéuticamente no aceptables ya que éstos pueden ser Utiles en la preparacion de
derivados farmacéuticamente aceptables. La naturaleza del derivado farmacéuticamente

aceptable no es critica, siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencién se encuentran los profarmacos de los
compuestos de formula (1). El término "profdrmaco" tal como aqui se utiliza incluye a
cualquier compuesto derivado de un compuesto de férmula (l), por ejemplo, ésteres,
incluyendo ésteres de acidos carboxilicos, ésteres de aminodcidos, ésteres de fosfato,
ésteres de sulfonato de sales metalicas, etc., carbamatos, amidas, etc., que, cuando se
administra a un individuo es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, dicho
compuesto de formula (l) en dicho individuo. En esta definicion se incluyen también los
profarmacos conocidos como bioprecursores, sustancias que por transformacion
metabdlica o quimica dentro de un organismo vivo, den lugar a compuestos definidos por
la formula general (l). En este punto se incluye los forma amiduro inmediatamente
precursora de las sulfonilureas 1b-14b, que una vez en el organismo forman los
compuestos aqui reivindicados a una velocidad dependiente del pKa propio de cada
compuesto. Ventajosamente, todos los tipos de profarmaco son compuestos que aumenta
la biodisponibilidad, afecta al metabolismo, estabilidad o sitio de accién farmacologica del
compuesto de férmula (I) cuando se administra a un individuo o que potencia la liberacion
del compuesto de férmula (I) en un receptor biolégico. La naturaleza de dicho derivado no
es critica siempre y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el
compuesto de férmula (1) en un receptor biolégico de un individuo. La preparacion de dicho
profarmaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales conocidos por los

expertos en la materia.
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Los compuestos de la invencidén pueden estar en forma cristalina como compuestos libres
0 como solvatos y se pretende que ambas formas estan dentro del alcance de la presente
invencion. En este sentido, el término "solvato”, tal como aqui se utiliza, incluye tanto
solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir, solvatos del compuesto de formula (1)
que pueden ser utilizados en la elaboracion de un medicamento, como solvatos
farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser Utiles en la preparacion de
solvatos o0 sales farmacéuticamente aceptables. La naturaleza del solvato
farmacéuticamente aceptable no es critica, siempre y cuando sea farmacéuticamente
aceptable. En una realizacion particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden
obtenerse por métodos convencionales de solvatacion bien conocidos por los técnicos en
la materia. Para su aplicacion en terapia, los compuestos de férmula (I), sus isémeros,
sales, profarmacos o solvatos, se encontraran, preferentemente, en una forma
farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura, es decir, que tenga un nivel de
pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales
tales como diluyentes y portadores, y no incluyendo material considerado téxico a niveles
de dosificacion normales. Los niveles de pureza para el principio activo son
preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, mas
preferiblemente superiores al 90%. En una realizacion preferida, son superiores al 95%
del compuesto de férmula (1), o de sus sales, solvatos o profarmacos.

A menos que se indique lo contrario, los compuestos de la invencién también incluyen
compuestos que difieren sélo en la presencia de uno o mas atomos isotopicamente
enriquecidos. Por ejemplo, compuestos que tienen dicha estructura, a excepcion de la
sustitucién de un hidrégeno por un deuterio o por tritio, o la sustitucion de un carbono por
un carbono enriquecido en '*C o '*C o un nitrégeno enriquecido en °N, estan dentro del

alcance de esta invencioén.

Los compuestos descritos en la presente invencidon, sus sales farmacéuticamente
aceptables, profarmacos y/o solvatos asi como las composiciones farmacéuticas que los
contienen pueden ser utilizados junto con otros f&rmacos adicionales para proporcionar
una terapia de combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la
misma composicién farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en

forma de una composicion separada para su administracion simultdnea o no a la de la
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composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (1), o un profarmaco,

solvato, derivado o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Los "vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utilizados en dichas
composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados

habitualmente en la elaboracién de composiciones terapéuticas.

Otra realizacion preferida de la presente invencién se refiere a una composicion
farmacéutica util para el tratamiento de patologias o enfermedades humanas inflamatorias
0, en general, de enfermedades susceptibles de beneficiarse de las actividades biolégicas
mostradas por los productos descritos en la presente invencién, en adelante composicion
farmacéutica de la invencion, que comprende un compuesto, en cantidad
terapéuticamente efectiva, de formula (1), o mezclas de los mismos, una sal, profarmaco,
solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable del mismo junto con un portador,

adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la administracion a un paciente.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de
pacientes afectados por enfermedades inflamatorias u otros procesos en los que los
productos de la presente invencién produzcan un efecto benéfico. Este tratamiento
consiste en la administracion a los individuos afectados por estas enfermedades de
cantidades terapéuticamente efectivas de un compuesto de férmula (1), 0 una composicion
farmacéutica que lo incluya. A titulo de ejemplo, enfermedades contempladas en esta
invencion son las patologias de inflamacién crénica como la gota, la artritis reumatoide o
la enfermedad de Crohn; enfermedades del sistema nervioso central tales como el
Alzheimer, el Parkinson, el ictus o el traumatismo craneoencefélico; alteraciones
cardiovasculares, incluyendo la ateroesclerosis y el infarto de miocardio; patologias
metabdlicas como la diabetes; o de caracter autoinmune, tales como la dermatitis por
contacto y la psoriasis; 0 patologia producida por alteracién de las funciones bioldgicas
donde esta implicado el inflamasoma NLRPS3.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion "cantidad terapéuticamente
efectiva" se refiere a la cantidad del agente o compuesto capaz de desarrollar la accion
terapéutica determinada por sus propiedades farmacologicas, calculada para producir el
efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las
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caracteristicas propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado del paciente, la
severidad de la alteracion o trastorno, y de la ruta y frecuencia de administracion.

En otra realizacién particular, dicha composicién terapéutica se prepara en forma de una
forma solida o suspension acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La
composicion terapéutica proporcionada por esta invencién puede ser administrada por
cualquier via de administracion apropiada, para lo cual dicha composicion se formulara en
la forma farmaceéutica adecuada a la via de administracién elegida. En una realizacién
particular, la administracién de la composicién terapéutica proporcionada por esta
invencion, tanto en forma ionizada como neutra, segun el esquema 2, se efectla por via
oral, topica, rectal o parenteral (incluyendo subcutanea, intraperitoneal, intradérmica,
intramuscular, intravenosa, etc.). Una revisién de las distintas formas farmacéuticas de
administracién de medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtencion de las
mismas puede encontrarse, por ejemplo, en el "Tratado de Farmacia Galénica", C. Fauli i
Trillo, 1993, Luzan 5, S.A. Ediciones, Madrid, o en otros habituales o similares de las
Farmacopeas Espariola y de Estados Unidos.

El uso de los compuestos de la presente invencion es compatible con su uso en protocolos
en que los compuestos de la férmula (1), sus profarmacos, o sus mezclas se usan por si

mismos o0 en combinaciones con otros tratamientos o cualquier procedimiento médico.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS
A continuacion se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que desarrollan el proceso de seleccion de los compuestos de la invencién.

1. OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE LA INVENCION
La sintesis de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) se ha llevado a cabo

segun se muestra en el Esquema 1, de acuerdo con el método descrito en la literatura
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(Synth Commun 2003, 33: 2029-2043), a partir y por reaccion de furan-3-carboxilato de
etilo (16) con &cido clorosulfénico, para dar el acido 4-(etoxicarbonil)furan-2-sulfénico, que
por tratamiento con pentacloruro de fésforo, en presencia de piridina, condujo a
(clorosulfonil)furan-3-carboxilato de etilo, cuya reaccién con bicarbonato de amonio, en
una mezcla acetona-agua, generé la 4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-sulfonamida que, a su
vez, y por reaccién con exceso de cloruro de metilmagnesio, en THF, dio lugar a la
sulfonamida 15 deseada.

A continuacion, la reaccion de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) con los
isocianatos 1a-14a, promovida por metdxido sddico en acetonitrilo, a temperatura
ambiente, condujo a las sulfonamidas 1b-14b (Esquema 2), aisladas como amiduros de
sodio, con buenos rendimientos (Tabla 1).

1) CISOzH, CH.CI;

2) piridina/ PCls HO
EtO,C 3) HCO3'NH,* o
4) CHzMgCl / THF N _d_
)\ . - ,o S—NH,
©) Synthetic Communications, )
16 33(12), 2029-2043: 2003 .5

Esquema 1. Sintesis de 4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-sulfonamida (15) (Synth Commun
2003, 33: 2029-2043).

0]

3 NaOCH o 0 0 o

R-NCO + H3N’g©_<OH NaOCH; _ R\NJ\K‘,S HO_ o J| 1
1 N\—= > N N~

1a-14a 15 1b-14b

Esquema 2. Sintesis de las N-sulfonilureas 1b-14b

Tabla 1. Intermedios amiduros de las N-Sulfonilureas 1b-14b preparadas en esta

Memoria, isocianatos precursores, tiempos de reaccion y rendimientos.

Isocianato N-Sulfonilureas Tiempo de | Rendimiento

reaccion (%)

14




ES 2948 511 Al

1,5h 73,6
1a 1b
NCO +
H Na o
N No#
T £ OH
o O 5 /
2
2 2b 1h 81,8
N+
a
NCO H o
N N\S//O
3a 0/ 4d 53,4
3b ,
NCO +
H N?\l_ L
o O 5 /
4a 4b 21 h 63,7
+
NCO OMe , Na
Me0\© N\[]/N: /;
el o/ ) OH
5a 5b 19 h 92
il
/©/ MeO o 0 mOH
MeO 6b 24 h 91
6a
Na
MeO NCO MeO NoONZ©P
|64 T Lo
o ©O
OMe 7b 21 h 89,4

7a

OMe

15




ES 2948 511 Al

N+
a
ANy o)
O N N_#
T T Sy Lon
(0] o 0o /
8b

22 h 57,8
8a
Na+
H N:ép
WOR et
/N NCO e\N O /
Me Me 9 19 h 61,6
9a
Na+
N NP
/©/ \n/ //S ~ OH
2 10b
10a 4d 74,2
CF3 H Na+ 0
CF N._N.Z
’ \g/ O”S // OH
Cl NCO Cl b (e}
11a 24 h 51,7
Na
H _
NCO NTN\//S”O Lo
12b
12a 20 h 65,3
NCO Na™*
7% OH
13a 1cgb0 54
24 h 93,8
NCO ! Ni
afalllien s S8
14a O 14b
4d 85,3

16




10

15

20

25

30

35

ES 2948 511 Al

Finalmente, los amiduros aniénicos objeto de la invencidn, aislados y caracterizados, son
sometidos a condiciones de neutralizacion en medios acuosos habituales, fisiolégicos,
tampones a pH neutros, o agua para dar lugar a los compuestos reivindicados, objeto de
estudio farmacol6gico y uso para el tratamiento de enfermedades.

Materiales y métodos. El seguimiento de las reacciones se llevé a cabo por cromatografia
en capa fina (CCF), empleando placas de gel de silice Merck tipo 60 Fzs4 de 0.2 mm de
espesor. La deteccion se realizé6 con una lampara de luz ultravioleta (A = 254 nm). Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y '3C se registraron en un equipo
Varian System 500, Varian Mercury-400, o en Varian Inova-300. Los desplazamientos
quimicos se expresan en la escala d (ppm) y en el caso de los espectros de RMN de 'H,
la multiplicidad de las sefales viene indicada como s (singlete), d (doblete), t (triplete), dd
(doblete de dobletes), td (triplete de dobletes), y m (multiplete). En la figura 7 se muestra
la numeracion de carbonos a efectos de su asignacion para los compuestos 1b-7b, y 9-
11b. Los espectros de masas de alta resolucién (EMAR) se obtuvieron en un equipo
Agilent 6250 Accurate Mass Q-TOF LC/MS mediante la técnica API-ES en modo positivo
(espectrometro Hewlett-Packard HP-5873 MSD). Los espectros de infrarrojo se han
registrado en un espectrofotémetro Perkin-Elmer Espectrum One. Los puntos de fusién se
han determinado en un microscopio Reichert con base termorreguladora, y no estan
corregidos. La purificacion se realizé en un sistema de purificacién flash Biotage® Isolera
One.

Procedimiento general para la sintesis de las N-sulfonilureas 1b-14b. 4-(1-Hidroxi-1-
metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med 2015, 21: 248-255) (1 equiv), disuelto en
CHsCN (20 mM) se anadio, gota a gota, a una suspension de MeONa (1.1 equiv) en
CHsCN, en bafo de hielo, bajo argoén, y agitacion. Después de agitar 30 min, a temperatura
ambiente (ta), se volvié a enfriar en bano de agua-hielo, y tras 10 min, se afadi6 el
isocianato correspondiente, previamente disuelto en CHsCN (30 mM) en caso de ser
solido, agitando la mezcla a continuacion, a ta, durante el tiempo indicado en cada caso.
El producto se aisl6 por filtracién a vacio, a través de una placa filtrante n® 3, lavando con
DCM frio, o tras eliminar el disolvente en vacio, en el rotavapor, por cromatografia en
columna, utilizando mezclas de DCM/CH3OH. La reconstitucién en solucién acuosa aporta
la correspondiente N-sulfonilurea.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(2-metilfenil)urea (1b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
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2015, 21: 248-255) (53.3 mg, 0.26 mmol), disuelto en CH3CN (13 mL), se traté con
NaOCHs; (15.7 mg, 0.29 mmol), y con o-tolil isocianato (1a) (0.04 mL, 0.32 mmol), durante
1 h, a ta, y a reflujo durante 30 min. Tras filtracion, se obtuvo el amiduro sodico del
compuesto 1b (70 mg, 73.6%) como un sélido: pf 150-2 °C; IR (KBr): v 3366, 1621, 1520,
1274, 1144, 1118 cm™'; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 6 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-6"),
7.57 (s, 1H, NH), 7.38 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H-5), 7.06 — 6.96 (m, 2H, H-3'y H-5'), 6.77 (t, J
=7.4 Hz, 1H, H-4"), 6.63 (d, J= 1.0 Hz, 1H, H-3), 4.92 (s, 1H, OH), 2.14 (s, 3H, CH3), 1.35
(s, 6H, 2 CH3); RMN de '*C (75 MHz, DMSO) & 157.9 (1C, C-2", CO), 155.9 (1C, C-2),
139.7 (1C, C-1),137.8 (1C, C-5), 136.1 (1C, C-4), 130.1 (1C, C-3'), 126.9 (1C, C-2), 126.0
(1C, C-5Y), 121.49(1C, C-4"), 121.0 (1C, C-6"), 109.8 (1C, C-3), 66.9 (1C, C-1"), 31.4 (2C,
2 CHs), 18.2 (1C, CHs). EMAR (ESI neg): Calculado para C1sH17N20OsSNa [M]—: 337.08637.
Encontrado: 337.08602. Por tratamiento con agua, se consigue 1b cuantitativamente.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(3-metilfenil)urea (2b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (52.3 mg, 0.255 mmol), disuelto en CH3CN (12.8 mL), se traté con
NaOCHs (15.1 mg, 0.28 mmol), y con m-tolil isocianato (2a) (0.04 mL, 0.31 mmol), durante
1 h. Tras filtracidon, se obtuvo el amiduro del compuesto 2b (75.2 mg, 81.8%) como un
sélido: pf 233-5 °C; IR(KBr): v 3348, 1616, 1541, 1314, 1271, 1137 cm™; RMN de 'H (300
MHz, DMSO-dg) 6 8.34 (s, 1H, NH), 7.36 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.29 (s, 1H, H-2"), 7.21
(d, J=9.1 Hz, 1H, H-6"), 6.96 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-5"), 6.64 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-3), 6.56
(d, J=7.4 Hz, 1H, H-4"), 4.95 (s, 1H, OH), 2.17 (s, 3H, CHjs), 1.35 (s, 6H, 2 CHs); RMN de
3C (101 MHz, DMSO) 6 159.0 (1C, C-2", CO), 156.0 (1C, C-2), 142.5 (1C, C-1"), 137.8
(1C, C-5), 137.5 (1C, C3"), 136.2 (1C, C-4), 128.4 (1C, C-5'), 121.0 (1C, C-4"), 118.4 (1C,
Cc-2',115.1 (1C, C-6'), 110.0 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 31.6 (1C, 2 CH3), 21.8 (1C, CHj3).
EMAR (ESI neg): Calculado para CisHi7N2OsSNa [M]—: 337.08637. Encontrado:
337.08747. Por tratamiento con agua, se consigue 2b cuantitativamente.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(-4-metilfenil)urea (3b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (565.9 mg, 0.27 mmol), disuelto en CHsCN (13.5 mL), se traté con
NaOCHs; (16.5 mg, 0.30 mmol), y con p-tolil isocianato (3a) (0.04 mL, 0.32 mmol), durante
4 d. Tras cromatografia en columna, utilizando DCM/CHsOH en gradiente (6%-10%), se
obtuvo el amiduro del compuesto 3b (51 mg; 53.4%) como un sélido: pf 190-2 °C; IR (KBr):
v 3396,1620, 1569, 1321, 1282, 1143 cm™'; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d5) & 8.37 (s,
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1H, NH), 7.37 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2' y H-6"), 6.90 (d, J= 8.3
Hz, 2H, H-3'y H-5’), 6.65 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-3), 4.94 (s, 1H, OH), 2.16 (s, 3H, CH3), 1.35
(s, 6H, 2CHz); RMN de *C (101 MHz, DMSO) & 159.0 (1C, C-2", CO), 156.0 (1C, C-2),
140.0 (1C, C-1"), 137.8 (1C, C-5), 136.2 (1C, C-4), 129.0 (2C, C-3’'y C-5), 128.8 (1C, C4"),
118.0 (2C, C-2'y C-6’), 110.0 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1”), 31.6 (2C, 2CHa), 20.8 (1C, CHa).
EMAR (ESI pos): Calculado para CisHi7N2NaOsSNa [M+H]*: 361.08286. Encontrado:
361.08356. Por tratamiento con agua, se consigue 3b cuantitativamente.

1-(3,5-dimetilfenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea (4b). Siguiendo
el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (56.7 mg, 0.277 mmol), disuelto en CH3CN (13.8 mL), se tratdé con
NaOCHs; (17.8 mg, 0.33 mmol), y con 3,5-dimetilfenil isocianato (4a) (0.045 mL, 0.32
mmol), durante 20 h a ta, y 1 h a reflujo. Tras cromatografia en columna, utilizando
DCM/CH3OH en gradiente (5-10%), se aisl6 el amiduro del compuesto 4b (62.9 mg, 63.7%)
como un sélido: pf 198-200 °C; IR (KBr): v 3370, 2925, 1612, 1292, 1251, 1141 cm™"; RMN
de 'H (500 MHz, DMSO-dk) 8 8.33 (s, 1H, NH), 7.37 (s, 1H, H-5), 7.07 (s, 2H, H-2" y H-6),
6.63 (s, 1H, H-3), 6.39 (s, 1H, H-4’), 4.92 (s, 1H, OH), 2.12 (s, 6H, 2CHasy), 1.34 (s, 6H,
2CHsa); RMN de *C (126 MHz, DMSO) & 158.7 (CO, C-2"), 155.9 (C, C-2), 142.2 (C, C-
1), 137.8 (C, C-5), 137.2 (2C, C-3'y C-5’), 136.1 (C, C-4), 122.1 (C-4’), 115.8 (2C, C-2'y
C-6’), 110.1 (C, C-38), 66.94 (C, C-17), 31.5 (2C, 2CHsa), 21.7 (2C, 2CHsp). EMAR (ESI
neg): Calculado para CisH1sN2OsSNa [M]—: 351.10202. Encontrado: 351.10103. Por

tratamiento con agua, se consigue 4b cuantitativamente.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-illsulfonil)-1-(2-metoxifenil)urea (5b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (57.8 mg, 0.28 mmol), disuelto en CHzCN (14 mL), se tratdé con
NaOCHs (16.7 mg, 0.31 mmol), y con 2-metoxifenil isocianato (5a) (0.045 mL, 0.34 mmol),
durante 19 h. Tras filtracion, se obtuvo el amiduro del compuesto 5b (97,2 mg, 92%) como
un sélido: pf 225-7 °C; IR (KBr): v 3405, 1594, 1510, 1245, 1239, 1220 cm™'; RMN de 'H
(500 MHz, DMSO-ads) 6 8.06 — 8.04 (m, 1H, H-6’), 7.37 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.33 (s,
1H, NH), 6.89 — 6.86 (m, 1H, H-3’), 6.79 — 6.73 (m, 2H, H-4’ y H-5’), 6.63 (d, J = 1.1 Hz,
1H, H-3), 4.92 (s, 1H, OH), 3.78 (s, 3H, OCHj3), 1.34 (s, 6H, 2CH3); RMN de '3C (126 MHz,
DMSO) & 157.8 (1C, C-2", CO), 155.7 (1C, C-2), 147.3 (1C, C-2’), 138.0 (1C, C-5), 136.1
(1C, C-4),130.8 (1C, C-1"), 120.8 (1C, C-5), 120.6 (1C, C-4"),117.8 (1C, C-6"), 110.6 (1C,
C-3), 110.1 (1C, C-3), 66.9 (1C, C-1”), 56.1 (1C, OCHg), 31.5 (2C, 2CH3). EMAR (ESI
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neg): Calculado para CisHi7N2OsSNa [M]—: 353.08128. Encontrado: 353.08214. Por
tratamiento con agua, se consigue 5b cuantitativamente.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-illsulfonil)-1-(4-metoxifenil)urea (6b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (63.2 mg, 0.31 mmol), disuelto en CHzCN (15.4 mL), se trat6 con
NaOCHjs; (18.4 mg, 0.34 mmol), y con 4-metoxifenil isocianato (6a) (0.05 mL, 0.34 mmol),
durante 24 h. Tras cromatografia en columna, utilizando DCM/CH3OH en gradiente (5-
10%), se aislé el amiduro del compuesto 6b (105,5 mg, 91%) como un sélido: pf 235-7 °C;
IR (KBr): v 3337, 1610, 1536, 1513, 1296, 1274, 1248, 1239 cm™'; RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 8.35 (s, 1H. NH), 7.38 (s, 1H, H-5), 7.36 (d, J= 8.9 Hz , 2H, H-2' y H-6’), 6.71
(d, J = 8.9 Hz, 2H, H-3' y H-5), 6.67 (s, 1H, H-3), 4.95 (s, 1H, OH), 3.66 (s, 3H, OCHj3),
1.37 (s, 6H, 2CHgs); RMN de 'C (101 MHz, DMSO) & 159.1 (1C, C-2", CO), 156.1 (1C, C-
2), 153.5 (1C, C-4’), 137.8 (1C, C-5), 136.2 (1C, C-4), 135.9 (1C, C-1’), 119.2 (2C, C-2y
C-6’), 113.9 (2C, C-3' y C-5’), 109.9 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 55.5 (1C, OCHg), 31.6 (2C,
2 CHs). EMAR (ESI neg): Calculado para CisH17N20OsSNa [M]—: 353.08128. Encontrado:
353.08212. Por tratamiento con agua, se consigue 6b cuantitativamente.

1-(3,5-dimetoxifenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea (7b).
Siguiendo el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15)
(Nat Med 2015, 21: 248-255) (63.6 mg, 0.31 mmol), disuelto en CH3CN (15.5 mL), se tratd
con NaOCHs; (18.4 mg, 0.34 mmol), y con 3,5-dimetoxifenil isocianato (7a) (84 mg, 0.47
mmol) disuelto en CH3CN (15.6 mL), durante 21 h. Tras cromatografia en columna,
utilizando DCM/CH3OH en gradiente (5-10%), se aislé el amiduro del compuesto 7b (112,5
mg, 89.4%) como solido: pf 123-5 °C; IR (KBr): v 3359, 1667, 1607, 1290, 1153, 1132 cm’
' RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dk) d 8.45 (s, 1H, NH), 7.40 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-5), 6.76
(d, J=2.3 Hz, 2H, H-2' y H-6"), 6.66 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-3), 5.95 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H-4"),
4.96 (s, 1H, OH), 3.64 (s, 6H, 2 OCHj3), 1.37 (s, 6H, 2CHs); RMN de *C (101 MHz, DMSO)
6 160.7 (2C, C-3'y C-5'), 158.7 (1C, C-2", CO), 155.8 (1C, C-2), 144.2 (1C, C-1"), 137.9
(1C, C-5), 136.2 (1C, C-4), 110.1 (1C, C-3), 96.4 (2C, C-2'y C-6'), 92.7 (1C, C-4'), 67.0
(1C, C-1"), 55.3 (2C, 2 OCHs), 31.5 (2C, 2CH3s). EMAR (ESI neg): Calculado para
Ci6H19N20O7SNa [M]—: 383.09185. Encontrado: 383.09316. Por tratamiento con agua, se

consigue 7b cuantitativamente.
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3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea  (8b).
Siguiendo el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15)
(Nat Med 2015, 21: 248-255)(103 mg, 0.5 mmol), disuelto en CH3CN (25 mL), se trat6é con
NaOCHs; (30 mg, 0.56 mmol), y con 5-isocianatobenzo[d]1,3-dioxol (8a) (90 mg, 0.55
mmol) disuelto en CH3CN (18.4 mL), durante 22 h. Tras filtracién, se obtuvo el amiduro
del compuesto 8b (113 mg, 57.8%) como un sélido: pf 230 °C (dec.); IR(KBr): v 3334,
1603, 1547, 1503, 1346, 1248, 1130 cm™'; RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dk) & 8.41 (s, 1H,
NH), 7.36 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.28 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-4'), 6.76 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz,
1H, H-6"), 6.64 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-7"), 6.64 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-3), 5.85 (s, 2H, CH>, H-
2'), 4.90 (s, 1H, OH), 1.34 (s, 6H, CHg); RMN de '*C (126 MHz, DMSO) & 159.0 (1C, C-2",
CO), 156.0 (1C, C-2), 147.2 (1C, C-3a’), 140.8 (1C, C-7a'), 137.8 (1C, C-5), 137.3 (1C, C-
5", 136.2 (1C, C-4), 110.0 (1C, C-6'), 109.9 (1C, C-3), 108.1 (1C, C-7'), 100.7 (2C, C-2',
CH2), 100.4 (1C, C-4), 66.9 (1C, C-1"), 31.5 (2C, 2CHs). EMAR (ESI neg): Calculado para
C1sH1sN207SNa [M]—: 367.06055. Encontrado: 367.06132. Por tratamiento con agua, se
consigue 8b cuantitativamente.

1-(4-dimetilaminofenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea (9b).
Siguiendo el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15)
(Nat Med 2015, 21: 248-255) (103 mg, 0.5 mmol), disuelto en CH3CN (25 mL), se tratd
con NaOCHgs (30 mg, 0.56 mmol), y con 4-dimetilaminofenil isocianato (9a) (0.08 mL, 0.56
mmol), durante 19 h. Tras filtracion, se obtuvo el amiduro del compuesto 9b (120 mg,
61.6%) como un sélido: pf 165 °C (dec.); IR (KBr): v 3380, 1599, 1521, 1250, 1143, 640
cm™; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.16 (s, 1H, NH), 7.38 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-5),
7.29 (d, J=8.9 Hz, 2H, H-3'y H-5'), 6.66 (d, J= 0.9 Hz, 1H, H-3), 6.58 (d, J = 8.9 Hz, 2H,
H-2'y H-6"), 4.94 (s, 1H, OH), 2.76 (s, 6H, N-2CHs), 1.37 (s, 6H, 2CHs); RMN de C (101
MHz, DMSO) 6 159.1 (1C, C-2", CO), 156.2 (1C, C-2), 145.6 (1C, C-4'), 137.7 (1C, C-5),
136.2 (1C, C-4), 133.1 (1C, C-1"), 119.4 (2C, C-2'y C-6'), 113.7 (2C, C-3' y C-5') 109.9
(1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 41.5 (2C- N-2CHs), 31.6 (2C, 2CHgz). EMAR (ESI neg):
Calculado para C1sH20N3sOsSNa [M]—: 366.11292. Encontrado: 366.11308. Por tratamiento

con agua, se consigue 1b cuantitativamente.

3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(-4-nitrofenil)urea (10b). Siguiendo el
Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (59 mg, 0.29 mmol), disuelto en CH3CN (14.4 mL), se tratdé con
NaOCHs; (17.9 mg, 0.33 mmol), y con 4-nitrofenil isocianato (10a) (57.2 mg, 0.35 mmol)
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disuelto en CH3CN (11.6 mL), durante 22 h, a reflujo por 3,5 h, y durante 3 d, a ta. Tras
cromatografia en columna, utilizando DCM/CHsOH en gradiente (6-10%), se aisl6 el
amiduro del compuesto 10b (83.3 mg, 74.2%) como un sélido amarillo: pf 203-5 °C; IR
(KBr): v 3352, 2926, 1625, 1505, 1302, 1243, 1142, 1110 cm™; RMN de 'H (500 MHz,
DMSO-ds) 6 9.33 (s, 1H, NH), 8.01 (d, J = 9.4 Hz, 2H, H3'y H-5"), 7.65 (d, J = 9.4 Hz, 2H,
H-2'y H-6'), 7.38 (d, J= 1.1 Hz, H-5), 6.65 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-3), 4.92 (s, 1H, OH), 1.35
(s, 6H, 2CHz); RMN de '*C (126 MHz, DMSO) & 158.0 (1C, C-2", CO), 155.5 (1C, C-2),
149.8 (1C, C-1"), 139.6 (1C, C-4'), 138.0 (1C, C-5), 136.2 (1C, C-4), 125.3 (2C, C-2'y C-
6", 116.7 (2C, C-3'y C-5'), 110.5 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 31.5 (2C, 2CHs). EMAR (ESI
neg): Calculado para Ci4sH14N3O7SNa [M]—: 368.05579. Encontrado: 368.05531. Por
tratamiento con agua, se consigue 10b cuantitativamente.

1-(4-cloro-2-(trifluorometil)fenil-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
(11b). Siguiendo el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida
(15) (Nat Med 2015, 21: 248-255) (103 mg, 0.5 mmol), disuelto en CHzCN (25 mL), se
traté con NaOCHs (30 mg, 0.56 mmol), y con 4-cloro-2-(trifluorometil)fenil isocianato (11a)
(122 mg, 0.55 mmol) disuelto en CH3CN (18.4 mL), durante 24. Tras filtracién, se obtuvo
el amiduro del compuesto 11b (116 mg, 51.7%) como un sélido: pf 226-8 °C; IR(KBr): v
3340, 1590, 1369, 1276, 1133 cm™; RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dt) 6 8.25 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H-'6), 7.56 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-3’), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 2.6 Hz, 1H, H-5’), 7.51 (s,
1H, NH), 7.40 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-5), 6.64 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-3), 4.92 (s, 1H, OH), 1.34
(s, 6H, 2CH3); RMN de C (126 MHz, DMSO) & 156.7 (1C, CO), 155.2 (1C, C-2), 138.4
(c, J=1.4 Hz, 1C, C-1°), 138.3 (1C, C-5), 136.2 (1C, C-4), 133.0 (1C, C-5'), 125.7 (c, J =
5.6 Hz, 1C, C-3’), 125.0 (1C, C-4’), 124.2 (1C, C-6’), 123.9 (c, J=273.2 Hz, 1C, CF3), 118.0
(c, J=29.6 Hz 1C, C-2’), 110.4 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 31.5 (2CHs). EMAR (ESI neg):
Calculado para CisHi3CIFsN2OsNa [M]—: 425.01913. Encontrado: 425.01819. Por
tratamiento con agua, se consigue 11b cuantitativamente.

3-(2,3-dihidro-1H-inden-5-yl)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea (12b).
Siguiendo el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15)
(Nat Med 2015, 21: 248-255) (62 mg, 0.3 mmol), disuelto en CH3CN (15 mL), se trat6 con
NaOCHs; (19.1 mg, 0.35 mmol), y con 5-indanil isocianato (12a) (0.065 mL, 0.45 mmol),
durante 20 h. Tras cromatografia en columna flash, utilizando DCM/CH3OH en gradiente
(6-8%), se aisl6 el amiduro del compuesto 12b (76.2 mg, 65.3%) como un sélido: pf 195-7
°C; IR (KBr): v 3380, 1597, 1537, 1281, 1164, 1135 cm™; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-
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) 0 8.41 (s, 1H, NH), 7.41 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.38 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-4"), 7.19
(dd, J=8.1, 2.0 Hz, 1H, H-6"), 6.95 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H, H-7"), 6.67 (d, J= 1.1 Hz, 1H,
H-3), 4.95 (s, 1H, OH), 2.73 (td, J = 7.5, 4.6 Hz, 4H, 2H-1'y 2H-3"), 1.95 (p, J = 7.5 Hz, 2H,
H-2", 1.37 (s, 6H, 2CHs); RMN de '*C (75 MHz, DMSO) 5 158.5 (1C, C-2", CO), 155.6 (1C,
C-2), 143.7 (1C, C-3a'), 140.5 (1C, C-5'), 137.8 (1C, C-5), 136.1 (1C, C-4), 135.2 (1C, C-
7a"),123.9 (1C, 7, 116.1 (1C, C6'), 114.0 (1C, C-4"), 110.1 (1C, C-3),66.9 (1C, C-1"), 32.9
(1C, C-3', CHy), 32.0 (1C, C-1', CHy), 31.4 (2C, 2CH3), 25.5 (1C, C-2', CHz). EMAR (ESI
neg): Calculado para Ci7H1sN2OsSNa [M]~: 363.10202. Encontrado: 363.10159. Por

tratamiento con agua, se consigue 12b cuantitativamente.

3-(9H-fluoren-3-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea (13b). Siguiendo
el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (565.4 mg, 0.27 mmol), disuelto en CHsCN (13.5 mL), se traté con
NaOCHs3 (16.8 mg, 0.31 mmol), y con 9H-fluoren-2-il isocianato (13a) (65.8 mg, 0.32 mmol)
disuelto en CH3CN (10.6 mL), durante 24 h. Tras cromatografia en columna flash,
utilizando DCM/CH3OH en gradiente (5-8%), se aislo el amiduro del compuesto 13b (107,6
mg, 93.8%) como un solido: pf 223-5 °C; IR (KBr): v 3370, 1599, 1538, 1314, 1249, 1135
cm™; RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ak) 6 8.62 (s, 1H, NH), 7.76 (m, 1H, H-1"), 7.68 (dt, J
=7.6, 0.9 Hz, 1H, H-5), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-4"), 7.46 (dt, J= 7.4, 1.0 Hz, 1H, H-8"),
7.43 (dd, J= 8.3, 2.0 Hz, 1H, H-3"), 7.38 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.27 (id, J= 7.6, 1.1 Hz,
1H, H-6"), 7.15 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H, H-7"), 6.65 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-3), 4.91 (s, 1H,
OH), 3.77 (s, 2H, H-9', CHy), 1.35 (s, 6H, 2CHs); RMN de '*C (126 MHz, DMSO) & 158.7
(1C-C-2", CO), 156.1 (1C, C-2), 143.8 (1C, C-9a’), 142.7 (1C, C-8a'), 142.2 (1C, C-4Db),
142.1 (1C, C-4a), 137.7 (1C, C-5), 136.1 (1C, C-4), 133.6 (1C, C-2'), 127.0 (1C, C-6"),
125.6 (1C, C-7"), 125.3 (1C, C-8"), 120.1 (1C, C-4), 119.2 (1C, C-5'), 116.6 (1C, C-3),
114.4 (1C, C-1"), 110.0 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"), 36.9 (1C, C-9', CH), 31.6 (2C, 2CHs3).
EMAR (ESI neg): Calculado para Ca2iH1sN2OsSNa [M]—: 411.10202. Encontrado:
411.10136. Por tratamiento con agua, se consigue 13b cuantitativamente.

1-(9H-fluoren-9-il)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea (14b). Siguiendo
el Procedimiento General, 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida (15) (Nat Med
2015, 21: 248-255) (57.4 mg, 0.28 mmol), disuelto en CH3CN (14 mL), se traté con
NaOCHs; (17.8 mg, 0.33 mmol), y con 9H-fluoren-9-il isocianato (14a) (66 mg, 0.32 mmol)
disuelto en CH3CN (10.6 mL), durante 4 d. Tras cromatografia en columna flash, utilizando
DCM/CH3OH en gradiente (5-10%), se aislé el amiduro del compuesto 14b (97.8 mg,
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85.3%) como un solido: pf 210-2 °C; IR (KBr): v 3393, 1582, 1512, 1333, 1259, 1172, 1120,
645 cm™'; RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dk) 6 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-4' y H-5'), 7.49 (s,
1H, H-5), 7.44 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-1"y H-8'), 7.35 (id, J = 7.4, 1.1 Hz, 2H, H-3’ y H-6’),
7.26 (1d, J=7.4,1.1 Hz, 2H, H-2’ y H-7°), 6.73 (s, 1H, H-3), 6.61 (d, J= 8.8 Hz, 1H, NH),
5.79 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-9’), 5.01 (s, 1H, OH), 1.39 (s, 6H, 2CH3); RMN de *C (126 MHz,
DMSO) 6 146.4 (2C, C-8a’ y C-92’), 140.1 (2C, C-4a’ y C-4b’), 138.7 (1C, C-5), 136.4 (1C,
C-4), 128.4 (2C, C-3' y C-6"), 127.8 (2C, C-2' y C-7’), 125.2 (2C, C-1’y C-8’), 120.4 (2C,
C-4y(C-5),110.7 (1C, C-3), 67.0 (1C, C-1"),55.9 (1C, C-9’), 31.5 (2C, 2CHs). EMAR (ESI
neg): Calculado para Cz1H1sN2OsSNa [M]—: 411.10202. Encontrado: 411.10253. Por
tratamiento con agua, se consigue 14b cuantitativamente.

2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS ESTUDIADAS EN LOS COMPUESTOS DE LA
INVENCION

2.1 Propiedades de reduccion de la liberacién de IL-1B de los compuestos de la
invencion.

Se evallo la capacidad de los compuestos desarrollados para reducir la liberacion de IL-
1B utilizando un modelo in vitro de activacién del inflamasoma en macréfagos derivados
de médula ésea (BMDMs) de raton. Los macrofagos fueron tratados con lipopolisacarido
bacteriano (LPS) y Adenosina tri-fosfato (ATP), en presencia de los diferentes
compuestos, y la liberacion de IL-13 al medio por parte de los macréfagos fue determinada
por ELISA.

El procedimiento utilizado para evaluar los compuestos, siguiendo un método previamente
descrito (Nature Medicine, 2015, 21(3): 248-255), fue el siguiente: los macroéfagos
derivados de médula 6sea de raton fueron sembrados y mantenidos en medio DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de suero bovino fetal, 25% de
sobrenadante de células L929, 50 unidades por mililitro de penicilina y 50 microgramos
por mililitro de estreptomicina, a 37°C en aire humidificado con 5% de CO.. Para los
ensayos, los macréfagos fueron subcultivados en placas de 12 pocillos a una densidad de
6x10° células por pocillo. Para estudiar el efecto de los compuestos sobre la inhibicién del
inflamasoma, los macréfagos fueron previamente primados con lipopolisacarido (LPS, E.
coli serotipo 026:B6, Sigma-Aldrich USA) 1pg/ml en DMEM + 10% SBF durante 4 horas.
Pasado este tiempo, se retir6 el DMEM con LPS y se sustituyé por DMEM sin suero que
contenia los diferentes compuestos a la concentracién de 3 uM, se esper6é 15 minutos, y
trataron las células con ATP 5 mM (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos. Se retiré el
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sobrenadante de las células estimuladas y se congel6 a -20°C para su posterior
determinacion. La medida de IL-13 en el sobrenadante se llevd a cabo mediante la técnica
de enzimoinmunoanalisis (ELISA) siguiendo las recomendaciones del proveedor (R&D).
En todos los ensayos se cont6é con un control negativo que consistiéo en macréfagos sin
tratamiento, asi como con un control positivo, macréfagos tratados con LPS+ATP sin
ningun compuesto inhibidor. Ademas, se incluyé en los ensayos la molécula MCC950
(Sigma-Aldrich) como control de inhibicion de la liberacién de IL-1.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1, en la que se indica el porcentaje de
reduccion de la liberacién de IL-18 para cada uno de los compuestos con relacion a la |l-
1B en el sobrenadante de macrofagos estimulados uUnicamente con LPS(1ug/ml)
+ATP(5mM). Estos resultados indican que, de los 14 compuestos estudiados, 7 son
capaces de reducir la liberacién de IL-1B inducida por LPS+ATP en los BMDMs (3b, 4b,
7b, 8b, 11b, 13b, 14b). De estos 7, se observan diferencias estadisticamente significativas
respecto al control LPS+ATP para los compuestos 4b y 7b, y para el MCC950 utilizado
como control de la inhibicién en todos los ensayos. El compuesto 7b reduce la liberacion
de IL-1B en un 67.20% * 41.09, mientras que el 4b lo hace en un 92.09% + 6.435, llegando
practicamente a la capacidad de inhibicion del MCC950 (96.89% + 11.10). Es por ello por
lo que se profundizd en el estudio del compuesto 4b como potencial inhibidor del
inflamasoma NLRP3.
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Tabla 1. Porcentaje de reduccidén de la liberacidédn de IL-1p de los
compuestos derivados de MCC950 a la concentracién de 3 pM. Andlisis
estadistico mediante ANOVA de una via: *p<0.05; **p<0.01l; ***p<0.001.

15

Compuesto (3uM) %Reduccioén IL-1B + SEM
MCC950 96.89% +11.10 (***)
1b n.r.
> 2b n.r.
3b 50.51%+75.36
4b 92.09% * 6.35 (**)
5b n.r.
10 6b n.r.
7b 67.20% * 41.09 (*)
8b 2.82% +19.34
9b n.r.
10b n.r.
11b 39.81% + 33.50
12b n.r.
13b 5.75% £ 65.72
14b 14.67% * 103.80

20

2.2 Propiedades de inhibicion del inflamasoma NLRP3 del compuesto 4b.

Tras el cribado farmacol6gico de los derivados de MCC950, se seleccion6d el compuesto
4b como compuesto lider de la familia de derivados al mostrar la mayor capacidad de
25  reduccién de la liberacion de IL-1p3.

A continuacion, se estudié para el compuesto 4b la capacidad de inhibicion del
inflamasoma NLRP3, responsable del procesamiento y liberacion de la citoquina IL-18 (Nat
Rev Immunology, 2019, 8:477-489), en BMDMs previamente primados con LPS y
estimulados con ATP o cristales de acido urico (MSU).

30 El método para evaluar la inhibicion del inflamasoma NLRP3 fue el siguiente: los BMDMs
fueron subcultivados en placas de 6 pocillos a la densidad celular de 1.2 x 108 células por
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pocillo, y, tras ser primados con LPS (E. coli serotipo 026:B6, Sigma-Aldrich USA) 1 pug/ml
en DMEM + 10% SBF durante 4 horas, se retiré este medio y se anadié6 DMEM sin suero
en presencia o ausencia del compuesto 4b a 1 uM durante 15 minutos. A continuacion,
los macréfagos se trataron con ATP 5mM (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos (Fig. 1A) o
MSU 200 pg/ml (invivogen) durante 16 horas (Fig. 1D). Pasado este tiempo se recogié el
sobrenadante de las células tratadas y se congeld a -20°C, y se lisaron las células de la
placa en laemli buffer (Tris HCI pH 6.8 2M, SDS, B-mercaptoetanol, glicerol, bromofenol).
Parte del sobrenadante se utilizé para la determinacion de IL-1B por ELISA (R&D), y el
resto se utilizé para la precipitacién con &cido tricloracético para la deteccion por Western
Blot de los fragmentos de IL-1B y de caspasa-1 escindidos, signos de activaciéon del
inflamasoma NLRPS3.

El procedimiento de precipitacion de proteinas presentes en el sobrenadante de
macréfagos estimulados fue el siguiente: los sobrenadantes fueron centrifugados a 1000
rpom durante 5 minutos a 4°C, para eliminar cualquier resto celular que pudiera estar
presente. Al sobrenadante obtenido de la centrifugacion se le anadié acido tricloracético
al 100% (5009 de acido tricloracético disueltos en 350 ml de H>Oqq) €n relacion 1:2 respecto
al volumen de sobrenadante del que partimos. Se dejé incubar la mezcla a 4°C durante
dos horas y se centrifugé 14 mil rpm durante 15 min a 4°C. El pellet obtenido se lavo con
200 pl de acetona fria y se volvié a centrifugar a 14 mil rpm durante 5 min a 4°C. Se repitio
dos veces el paso de lavado con acetona. Finalmente, el pellet resultante se sec6 a 95°C
durante 5 minutos en un termobloque para evaporar la acetona restante, y se resuspendio
en 30 pl de laemli buffer 1x.

Las proteinas del sobrenadante, asi como las del lisado celular de los macro6fagos tratados
se separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida al 10% (proteinas del lisado)
o al 15% (proteinas del sobrenadante). Las proteinas separadas en el gel se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa, las cuales se bloquearon con TBS-T ( Tris-Buffer Saline
y Tween-20) 4% de albumina de suero bovino fetal (BSA) (Sigma) durante al menos una
hora para evitar uniones inespecificas del anticuerpo. A continuacion, las membranas se
hibridaron durante toda la noche con anticuerpos primarios anti-IL18 (1:1000; Abcam) y
anti-caspasa 1 (1:1000 Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente, se hicieron tres
lavados con TBS-T 1X y se hibridaron durante una hora con los correspondientes
anticuerpos secundarios, anti-goat/rabbit (1:10000; Santa Cruz Biotechnology) y con anti-
actinap (1:50000; Sigma, USA). Estas, tras dos lavados con TBS-T 1X y un Ultimo lavado
con TBS 1X (Tris-Buffer Saline; Tris HCI 0.4 M, Tris Base 0.097 M, NaCl 1.5 M) fueron
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reveladas por quimioluminiscencia con el reactivo de deteccion ECL (GE HEalthcare
LifeScience, Spain).

Los resultados obtenidos (Figura 1) indican que el compuesto 4b es capaz de reducir la
liberacion de IL-18 en BMDMs inducida tanto por LPS+ATP (Fig. 1B) como por LPS+MSU
(Fig. 1E) practicamente a cero. Esta reduccidén en la liberacién de IL-13 se debe a la
propiedad de inhibicion de NLRP3 del compuesto, ya que en presencia del 4b (1 uM) no
se produce el corte de las proteinas IL-13 ni caspasa-1 que si tiene lugar cuando los
macrofagos son tratados con LPS+ATP (Fig. 1C) o LPS+MSU (Fig. 1F) sin compuesto,
evitdndose asi la activacion completa del inflamasoma NLRP3 y por tanto la liberacién de
IL-1B.

Figura 1. Efecto inhibitorio del compuesto 4b sobre el inflamasoma NLRP3. Elisa de IL-13
en el sobrenadante de BMDMs previamente primados con LPS 1ug/ml durante 4 horas y
tratados con 4b 1uM los 15 minutos previos a ser estimulados con ATP 5mM 30 minutos
(B) o MSU 200 pg/ml 16 horas (E). Western Blots representativos de pro-IL-13, caspasa-
1 p45 y B-actina en el lisado y IL-1B p17 y caspasa-1 p10 en el sobrenadante de BMDMs
previamente primados con LPS tratados con ATP (C) o MSU (F) en presencia de 4b 1uM.
Datos correspondientes al promedio * error estandar de 5 (B) y 6 (E) experimentos
independientes. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via y test Dunnet's de
comparaciones multiples: ***p<0.001, ****p<0.0001

2.3 Propiedades anti-inflamatorias del compuesto 4b en un modelo in vivo de gota
en raton.

Dado el potente efecto del compuesto 4b observado sobre la reduccién de IL-13 en
macréfagos estimulados tanto con LPS+ATP como LPS+MSU, se decidi6 estudiar el
efecto de este compuesto en un modelo inflamatorio in vivo. Se utiliz6 un modelo murino
de gota, debido a la relacién directa del inflamasoma NLRP3 en el desarrollo y progresion
de esta enfermedad (Lancet, 2016, 388(10055):2039-2052).

El modelo de gota en ratén se llevo a cabo en ratones de cepa silvestre (C57/BL6) de edad
adulta (3-6 meses), a los que se les inyectaron cristales de &cido Urico de manera
intraplantar, siguiendo un procedimiento previamente descrito (Arthritis Reseacrh and
Therapy, 2018, 20:144). Para preparar los cristales, se disolvié 1g de acido urico (Sigma-
Aldrich) en 190 ml de agua destilada + 6 ml de NaOH 1M llevados a ebullicion, en agitacién.
Se ajusto el pH de la disolucién con HCI hasta 7.4. La disolucion se vertié sobre una placa
de vidrio y se dejé secar 24 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se filtraron
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los cristales obtenidos mediante papel de filtro y se dejaron secar en el papel en una estufa
a 56°C hasta que se secaron por completo. Los cristales resultantes se guardaron en seco
a -20°C.

Para el modelo de gota, los ratones fueron sedados con isofluorano y se les inyecto
cristales de acido urico en la almohadilla de la pata derecha (1 mg en 50 ul de PBS 1x
estéril). En los ratones tratados con 4b, éste se disolvié en suero salino (0.9% NaCl en
H2Ouq) ¥ se inoculd mediante inyeccidn intraperitoneal a las dosis de 3mg/kg o 10 mg/kg
justo después de la inyeccidn intraplantar de los cristales de MSU. Al resto se les inyecto
vehiculo (0.9% NaCl en H:xOqsq) de manera intraperitoneal. A las 24 horas fueron
sacrificados y se midi6 el perimetro de la pata derecha y el de la izquierda con un calibre

electrénico. El nivel de inflamacion de la pata pinchada respecto a la pata control se

Medida de la pata izquierda _1) X 100)

representd mediante el indice de inflamacién en la pata(( Vedida de Ia pata derecha

Ademas de este pardmetro inflamatorio, se estudi6 el efecto de los cristales de &cido Urico
sobre la alodinia mecanica de los ratones mediante el test de Von Frey (Frontiers in
Molecular Neuroscience, 2017, 10:284). El test de Von Frey se utiliza para medir la alodinia
mecénica. Existen diferentes métodos de realizacién del test, en este caso se realiz6 el
método del “estimulo ascendente”. Este método consiste en la aplicacién de
monofilamentos de una fuerza creciente (0.02-15 mN) hasta llegar al umbral de retirada.
El test se realiz6 en dos dias, antes de la inyeccién intraplantar de los cristales + vehiculo
0 4b intraperitoneal (tiempo 0) y a las 24 horas (tiempo 1). En el tiempo 0 los animales se
colocaron individualmente en las cajas de Von Frey posicionadas sobre una rejilla, para
poder acceder a la almohadilla de la pata. Cada uno de los filamentos se aplico
perpendicularmente sobre la almohadilla de la pata hasta doblarse, generando de esta
forma una fuerza constante. Cada filamento se aplicoé un total de 5 veces, y se registré la
respuesta del animal, considerandose una respuesta positiva un comportamiento asociado
a dolor (retirada repentina de la pata o lameteo de la misma), y una respuesta negativa
una ausencia de tal comportamiento. La fuerza ejercida por el filamento que provocé tres
respuestas positivas se consideré el umbral de retirada para dicho animal. Tras el test, el
animal fue devuelto a su jaula, y 24 horas después de la inyeccion de los cristales se le
repitié la prueba con el fin de comparar los umbrales de retirada pre- y post-inyeccién de
MSU intraplantar + vehiculo 4b intraperitoneal.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Efecto anti-inflamatorio del compuesto 4b en un modelo in vivo de gota en raton.
Fig.2.B. Imagenes representativas de las patas de ratones tratados con MSU + vehiculo
(I) o con MSU+4b 3 (Il) o 10 (Illl) mg/kg. 24 horas post inyeccién Fig. 2.C. indice de
inflamacion en la pata, representado como [(didmetro pata izquierda/diametro pata
derecha) -1] x 100, de los animales 24 horas post-inyeccion de MSU, + vehiculo o 4b a 3
o a 10 mg/kg. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via ****p<0.0001. Fig. 2. D.
Umbral de retirada de la pata medido mediante el test de Von Frey de los animales 24
horas post-inyeccion de MSU, sin tratamiento o con tratamiento intra-peritoneal de 4b a 3
o a 10 mg/kg. Andlisis estadistico mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas y
Test Tukey de comparaciones multiples: *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001.

El compuesto 4b ejerce un efecto anti-inflamatorio sobre los ratones tratados con inyeccion
intraplantar de cristales de acido urico, como puede observarse en las imagenes de la
figura 2B. Este efecto se traduce en una reduccion de casi un 50% en el indice de
inflamacién de la pata con el tratamiento de 4b a 3 mg/kg, y de méas de un 50% a 10 mg/kg,
siendo estadisticamente significativas las diferencias en este indice para los grupos de 3
y 10 mg/kg frente al grupo vehiculo (Fig. 2C).

Ademas, el compuesto 4b es capaz de reducir la alodinia mecanica provocada por la
inyeccion de los cristales de acido urico (Fig. 2C). Mientras que en los ratones tratados
con vehiculo este parametro cae en las 24 horas post-inyeccién hasta el 30%, este valor
se recupera hasta el 52% en los animales tratados con 4b 3 mg/hg y hasta el 81% en los
tratados con 4b a 10 mg/kg, siendo en ambos grupos las diferencias en este parametro
estadisticamente significativas respecto al grupo vehiculo.

30



10

15

20

25

ES 2948 511 Al

REIVINDICACIONES

1. Compuestos de férmula general (l):

OH
H RO
- \I
RO s
o o ©

Donde R es un anillo de benceno diferentemente sustituido o un anillo de 9H-fluoreno
segun:

R, . e

2. Compuestos de formula general (I) segun la reivindicacién 1, donde R es un anillo de
benceno diferentemente sustituido por Ry y/o Rz segun la formula general (l1):

H H o OH
R N_ _N

i g g

277 o ICI) e

3. Compuestos de formula general (II) segun la reivindicacion 2, donde: R1 y R2 son
iguales o distintos y se seleccionan de forma independiente de un grupo alquilo (metilo,
etilo, o mayores cadenas hidrocarbonadas o fluorocarbonas, o sustiyentes bidentados, es
decir, unidos doblemente al anillo de benceno), alcdéxido (metdxido, etéxido, 0 mayores
cadenas, o sustituyentes bidentados del tipo -O-alquilen-O-), amino y aminoalquil,
halégenos, grupos nitro =-alquilicas, ) o, en general, cualquier sustituyente situado en

cualquier posicién.

4. Compuestos segun la reivindicacion 3, donde R1 y/o R2 pueden ser hidrégeno, metilo,

metoéxido, dimetilamino, nitro, cloro, trifluorometilo.
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5. Compuesto segun la reivindicacién 3, donde R1 y R2 estan en posiciones adyacentos
y unidos, formando un ciclo fusionado (-Ri—Rz-), segun la férmula general (l11).

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, seleccionado de la lista que
comprende:
. 3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)-1-(2-metilfenil)urea

)
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(3-metilfenil)urea
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(-4-metilfenil)urea
3,5-dimetilfenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(2-metoxifenil)urea
[4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(4-metoxifenil)urea
3,5-dimetoxifenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea

3-(
3-(
1-(
3-(
3-(
1-(

. 3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-iljsulfonil)urea
1-(4-dimetilaminofenil)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-iljsulfonil)urea
3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)-1-(-4-nitrofenil)urea
1-(4-cloro-2-(trifluorometil)fenil-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
3-(2,3-dihidro-1H-inden-5-yl)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea
3-(9H-fluoren-3-il)-1-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-ilJsulfonil)urea
1-(

9H-fluoren-9-il)-3-([4-(2-hidroxipropan-2-il)furan-2-il]sulfonil)urea

7. Procedimiento de obtencién de los compuestos de formula (l) segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que comprende los siguientes pasos:

(a) Obtencién de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida mediante la reaccién de
furan-3-carboxilato de etilo con acido clorosulfénico, para dar el &cido 4-
(etoxicarbonil)furan-2-sulfénico, que por tratamiento con pentacloruro de fosforo, en
presencia de piridina, condujo a (clorosulfonil)furan-3-carboxilato de etilo, cuya reaccién
con bicarbonato de amonio, en una mezcla acetona-agua, generd la 4-(2-hidroxipropan-2-
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ilfuran-2-sulfonamida que, a su vez, y por reaccibn con exceso de cloruro de

metilmagnesio, en THF, dio lugar a 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida.

(b) reaccién de 4-(1-hidroxi-1-metil-etil)-furan-2-sulfonamida con los isocianatos 1a-14a
para la obtencion de los compuestos de formula (l).

8. Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la elaboracién

de un medicamento.

9. Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la elaboracién

de un medicamento para el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

10. Uso del compuesto segun la reivindicacién anterior, donde las enfermedades
inflamatorias se seleccionan de la lista que comprende patologias de inflamacién crénica
como la gota, la artritis reumatoide o la enfermedad de Crohn; enfermedades del sistema
nervioso central tales como el Alzheimer, el Parkinson, el ictus o el traumatismo
craneoencefdlico; alteraciones cardiovasculares, incluyendo la ateroesclerosis y el infarto
de miocardio; patologias metabdlicas como la diabetes; o de caracter autoinmune, tales
como la dermatitis por contacto y la psoriasis; o patologia producida por alteracién de las
funciones biologicas donde esta implicado el inflamasoma NLRPS3.

11. Composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula general

(I) junto con uno o0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

12. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende

uno o mas agentes terapéuticos activos.
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